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»Raum ist in der
kleinsten Hutte«

IRSpirit macht die Infrarotspektroskopie leichter
als je zuvor

) raums der eines gehobenen
“v FTIR-Modells: 200 x 140 x
) 100 mm (B x L x H). Dies macht
die IRSpirit-Systeme kompatibel
mit vielem Shimadzu- und ande-
rem kommerziellen Zubehor und

ist deshalb fir viele Anwen-
dungsbereiche einsetzbar.

Hohe Zuverlassigkeit durch

eine Technologie aus Modellen

Das optische System der
IRSpirit-Serie ist mit einem hoch-
leistungsfihigen Michelson-
Interferometer ausgestattet, kom-
biniert mit einer keramischen
Lichtquelle. Effizienzmerkmale
wie dynamische Justage und ho-
he Energie der Lichtquelle unter-
stiitzen das optische System.
Dank ihres DLATGS-Detektors
mit Temperatursteuerungsfunk-
tion [1] wird die IRSpirt-Reihe
als beste ihrer Klasse bezeichnet
mit einer Empfindlichkeit bis zu
30.000:1 (mit einem KBr-Fens-
ter). Dieses System zeigt hohe

IRSpirit

Fourier Transform Infrared Spectrophotometer IRSpirit Stabilitit und Durchsatz, um
zuverlissige Ergebnisse zu lie-
fern.

it — frei nach Friedrich Platzsparend und flexibel
M Schiller — geringstem Hohe Flexibilitit wird durch
Platzbedarf, gleichzeitig  In einem modernen Labor ist der unterschiedliche Fenstermateri-

funktional und leicht bedienbar,  Platzbedarf eines Analysesystems

erginzt die neue IRSpirit-Serie stetiges Thema. Daher wurde

die bekannte FTIR-Produktlinie ~ IRSpirit so klein wie moglich N KIciic ez tEapiclin = HDA GRS
von Shimadzu. Entwickelt fiir konzipiert: mit einer Stellfliche ; ] '
anspruchsvolle Aufgaben auf kleiner als ein DIN A3-Blatt.

kleiner Fliche er6ffnen die

IRSpirit-Systeme neue Analyse-  Die IRSpirit-Serie lasst sich

moglichkeiten, kombiniert mit raumsparend horizontal wie ver-

der Stabilitit der hoher-klassigen  tikal ausgerichtet nutzen, auch in

Familienmitglieder. Die neue, Abzligen oder Glove-Boxen.

spezialisierte Software IRPilot Dazu sind der Start-/Umschalt-

erleichtert wesentlich die Hand-  knopf und der Feuchtigkeitsindi-

habung. So macht IRSpirit die kator in beiden Aufstellvarianten

Infrarotspektroskopie aufleror- zuganglich und sichtbar. Papierformat DIN A3

dentlich effizient und hilft An-
wendern, Analyseverfahren zeit-  Trotz der geringen Geritegrofle  Abbildung 1: IRSpirit-GroBe im Vergleich zu
sparend zu entwickeln. entspricht die Breite des Proben-  einem DIN A3 Papierblatt (graues Rechteck)
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Abbildung 2: Beispiele fir Hardware-Alternativen der IRSpirit-Serie: QATR-S (links),
eine Erweiterung zur Einzelreflexion-ATR-Messung und DRS-8000A (rechts) fiir die diffuse

Reflexionsspektroskopie (DRS).

alien gewihrleistet sowie durch
verschiedene Detektorausfiih-
rungen. [2] Obwohl die IRSpirit-
Reihe klein und kompakt ist, wer-
den die Gerite wie hoherwertige
Geriteversionen gesteuert. Status-
kontrolle und Diagnosefunktion
sind ebenfalls vorhanden. Die
automatische Zubehorerkennung
unterstiitzt den Anwender, die
notwendigen Parameter fiir ein
spezifisches Zubehor festzulegen.

LabSolutions IR: mehr als
eine Software

Zusitzlich zur automatischen
Zubehorerkennung ist die
LabSolutions IR-Software in der
Lage, alle verschiedenen Parame-
tereinstellungen fir Messung und
Analyse zu steuern.

IRPilot, das Assistenzprogramm
fiir Standardanalysen, erleichtert

die Arbeit und fithrt die Nutzer
durch die gesamte Messung bis zu
den Ergebnissen. Mit dem IRPilot
reicht eine einfache und schnelle
Auswahl des Zubehors sowie der
Probenform aus, um eine Analyse
zu starten. Danach ist der IRPilot
in der Lage, viele Proben mit nur
einem Klick zu messen.

Mit seinen 23 integrierten Anwen-
dungsprogrammen macht der
IRPilot die FTIR-Probenanalyse
einfach, sogar fiir weniger erfahre-
ne Mitarbeiter.

LabSolutions IR hilft dabei, die
spezifischen Anforderungen an ein
Infrarotspektrum zu losen. Ein
Teil dieser Software ist beispiels-
weise dem ,,Identification Test
Program“ und dem ,,Contaminant
Analysis Program“ zugeordnet.
Beide Anwendungen ermoglichen
der IRSpirit-Serie, reine und kon-

—I Hintergrund-Messung I

Proben-Messung

;

Ausdruck

ATR-Korrektur

Suche

Abbildung 4: Uberblick iiber die LabSolutions IR-Makroprogrammierung
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Registered Program

Abbildung 3: IRPilot-Diagramm und -arbeitsablauf

Funktionales Gerate- und Nutzermanagement

Projekt A

Zugriff OK

Nur dem Projekt

zugeordnete Daten
sind sichtbar — fiir eine
komfortable Datensuche

LabSolutions

) Server

Projekt B

Zugriff OK

Abbildung 5: LabSolutions DB/CS-Datenbankmanagementsystem

taminierte Proben zu identifizie-
ren. LabSolutions IR ist auch im-
stande, eine quantitative Analyse
durchzufiihren.

Die zusitzliche Makrofunktion
hilft den Mitarbeitern, eine indivi-
duell angepasste Automatisierung
fir die Analyse zu erzeugen.
Einige integrierte Funktionen wie
spezifische Bibliotheken oder
kinetische Untersuchungen bedie-
nen weitere Anwenderwiinsche.
Die exklusive optionale Software
EDXIR ermoglicht die EDX- und
IR-Messungen zur Identifikation
von Kontaminationen via Biblio-
thekssuche zusammen zu nutzen.

Die Ubereinstimmung mit ER/ES-
Vorschriften ist mit der Shimadzu
LabSolutions DB- oder der CS-
Plattform gegeben. Diese Werk-
zeuge bieten Projektmanagement-
funktionen, die es ermoglicht,
Gerite- und Nutzermanagement,
Sicherheitsstrategie und Datenver-
arbeitung fiir ein Projekt tiber eine
Projektbasis einzurichten, wo-

durch Datensuche und Manage-
mentaufgaben effizienter werden.

Zusammenfassung

Die IRSpirit-Systeme setzen einen
neuen Standard bei kompakten IR-
Spektrometern. Die geringe Grofle
und das leistungsstarke optische
System machen sie zu einer idealen
Losung fiir viele verschiedene An-
wendungen. Die IRSpirit-Gerite
eignen sich zur Qualititskontrolle,
sogar in stark regulierten Berei-
chen, zum Beispiel der pharma-
zeutischen Industrie. Auch kom-
plexe Probleme lassen sich [6sen,
wie die Identifikation fester, fliissi-
ger und gasférmiger Substanzen.
Die Einfachheit der Software und
der Geritehandhabung machen ein
IRSpirit auch zu einer perfekten
Stiitze fiir Ausbildungszwecke.

Anmerkung

[1] Verfigbar bei IRSpirit-T.

[2] IRSpirit-T: DLATGS-Detektor mit
Temperatur-Steuerungsfunktion;
IRSpirit-L: LiTaO3-Detektor.
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LabSolutions ‘

Abbildung 1: LabSolutions Startbildschirm
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Konformitat leichtgemacht

TOC-Bestimmung im regulierten Bereich

eit in den amerikanischen
S und europiischen Arznei-

biichern die TOC-Bestim-
mung vorgeschrieben ist, um
Reinstwasser zu prifen (Wasser
fir Injektionszwecke, highly puri-
fied water), sind TOC-Messgerite
in der pharmazeutischen Industrie
im Einsatz. Neben der Reinstwas-
serbestimmung, wird die TOC-
Analytik auch in der Reinigungs-
validierung verwendet und um
Kunststoffverpackungen und
deren Werkstoffe zu kontrollieren.
Dies hat zur Folge, dass viele
TOC-Systeme in regulierten
Laborbereichen genutzt werden
und damit verschiedenen Regu-
larien unterworfen sind. Dies gilt
insbesondere fir die Gerite-
Software, die hier niher betrachtet
wird.

GLP/GMP fiir den organisa-
torischen Ablauf

Die Gute Laborpraxis (GLP) be-
fasst sich mit dem organisatori-
schen Ablauf und den Bedingun-

gen, unter denen Laborpriifungen
geplant, durchgefithrt und tber-
wacht werden, sowie mit der
Aufzeichnung und Berichterstat-
tung der Prifungen. Fiir eine
Instrumenten-Software bedeutet
dies, einen autorisierten Zugriff
sicherzustellen und Daten, Para-
meterinderungen und Ereignisse
vollstindig zu dokumentieren.

FDA 21 CFR Part 11 zur elek-
tronischen Aufzeichnung

Die Vorschrift zu elektronischen
Aufzeichnungen und Unterschrif-
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Abbildung 2: Audit Trail

ten (,electronic records and elec-
tronic signatures®) wurde von der
amerikanischen Kontrollbehorde
fur Lebens- und Arzneimittel
FDA (Food and drug administra-
tion) 1997 entwickelt, um den
notigen Papieraufwand drastisch
zu reduzieren. Da digitale Infor-
mationen einfacher zu manipulie-
ren sind, wurden in FDA 21 CFR
Part 11 Voraussetzungen definiert,
unter denen Antriage und Doku-
mentation digital eingereicht und
elektronische Unterschriften aner-
kannt werden konnen. Hiermit
wird sichergestellt, dass die elek-
tronische Dokumentation genauso
glaubwiirdig und zuverlissig ist,
wie die gedruckte.

Durch Kontrollmechanismen und
Verfahrensanweisungen muss die
Authentizitit und, wenn notig,
auch die Datenintegritit gewahr-
leistet werden. Die meisten Vor-
schriften des ,Part 11“ behandeln
Sicherheitsmafinahmen gegen ille-
galen Systemzugriff, Benutzerver-
waltung, Datensicherheit, Daten-
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archivierung und die elektronische
Unterschrift selbst. Die zur Steu-
erung der TOC-L Serie genutzte
Software TOC-Control L hilft
diese Regularien zu erfiillen und
dabei trotzdem benutzerfreund-

lich zu bleiben.

TOC-Control L Software
bietet Analyse-Unterstiitzung
und Messdatensicherheit

Schon wihrend der Software-
Installation wird entschieden,
nach welchen Kriterien die Soft-
ware arbeiten soll. Die gewihlten
Parameter kdnnen spater nicht
mehr verindert werden. Die
TOC-Control L Software be-
inhaltet zahlreiche Funktionen zur
Analyse-Unterstiitzung, aber auch
zur Messdatensicherheit.

Benutzerverwaltung mit
verschiedenen Ebenen

Die Nutzung der Software lisst
sich durch Benutzer-Zugriffs-
rechte steuern. Die Software bietet
vier vordefinierte Benutzerebenen,
jeweils durch eigene Passworter
geschiitzt. Der Administrator
kann die Zugriffsrechte jedes
Nutzers individuell anpassen. Die
TOC-Control L erlaubt es, den
angemeldeten Benutzer wihrend
des laufenden Betriebs zu wech-
seln. Dies ist besonders wichtig
fiir Laboratorien, die im Schicht-
betrieb arbeiten. Die Benutzerver-
waltung erfolgt in einem externen
Programm, in dem auch die Para-
meter fiir die Passworter festgelegt
werden, wie Mindestlinge, Kom-
plexitit und Giiltigkeitsdauer.

Calibration Curve Wizard (Page 2) Calibration Curve Type

& USP/EP Suppon

~ 39 Suppon

Bk | Wots> | rttmchen

Abbildung 3: Vorlage EP/USP Kalibrierkurve

Audit Trail zeichnet
Handlungen auf

Im ,Audit Trail“ werden alle in

der Software durchgefihrten
Handlungen automatisch doku-
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i 2017.08_15_001.tix [Sample Table - PharmaSystem]

Type Analysis | Sample Name Origin Result Notes
1| Standad | NPOC ' SST Calbration | SST_NPOC 1.2
| 2 | Unknown = NPOC SST SST_NPOC | NPOC:0.5195mg/ | 98.91% : USP/EP system suitabilty test: Pass | 3

3
=0
[ 5|

6

Abbildung 5: Durchgefiihrter Systemeignungstest mit automatischer Bewertung

mentiert (Abbildung 2). Dies er-
folgt vollig im Hintergrund; bei
Anderungen an bestehenden Para-
metern kann jedoch eine Kom-
mentierung vorausgesetzt werden.
Die Speicherung der Daten erfolgt
in einer relationalen Datenbank.
Durch gezielte Abfragen konnen
bestimmte Operationen einfach
nachgeschaut werden. Man kann
die Daten entweder nach Zeit-
riumen, Benutzer oder nach
Themen sortieren lassen, wie etwa
Verwaltung, Messung oder War-
tung. Wartungsarbeiten, die die
Software nicht erkennen kann
(zum Beispiel Katalysatorwech-
sel), lassen sich manuell eingeben.

Rohdatenverwaltung zur
Messdatensicherheit

Besonders wichtig fiir den regu-
lierten Bereich ist die Messdaten-
sicherheit. Gemessene Daten diir-
fen nicht unerkannt verindert
werden. In der TOC-Bestimmung
erfolgt zuerst die Integration des
Peaks, die nicht durch den Benut-
zer beeinflusst werden kann.
Danach wird die ermittelte Fliche
mittels einer Kalibrationskurve in
den Konzentrationswert umge-
rechnet. Hier kann eine Nachbe-
rechnung mit einer anderen Kali-
brationskurve erfolgen, falls dies
nicht iber die Administration ver-
hindert wird.

Alle diese Daten werden automa-
tisch abgespeichert, und ihre
zugehorigen Dateien erhalten alle
wichtigen Informationen: das ver-
wendete Gerit, den Anwender, die
verwendeten Methoden und Kali-
brierkurven, die Messergebnisse
(Flichen und Konzentrationen)
und die Peak-Profile. Zur Daten-
sicherung konnen diese Dateien
direkt nach der Erzeugung in eine
Datenbank exportiert werden.
Eine Ausgabe in menschenlesbarer
Form ist im .txt und .pdf Format
moglich.

Funktionsiibergreifend und
zentral: LabSolutions Software

Fiir eine solide Datensicherheit
und verbesserte Verwaltungseffi-
zienz bietet Shimadzu die
LabSolutions Software-Umgebung
an. LabSolutions ist eine funkti-
onsiibergreifende Losung fiir FDA
21 CFR Part 11 Konformitit, die
laborweit anwendbar ist. Mit
LabSolutions wird die Gesamtheit
der von verschiedenen Shimadzu-
Systemen generierten Daten zen-
tral verwaltet, signiert und in einer
relationalen Datenbank archiviert.
Diese enorme Menge an Daten
kann zwecks einfacher Suche und
Verwaltung in Projekten struktu-
riert werden.

Method WizardiPage 6) Pharmacauteal water testing X
Pramscascs waetown;
@ USP/EP aysem sutabitytost.
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Abbildung 4: Vorlage fiir den System-
eignungstest

Die Moglichkeit Multi-Daten-
Reports aus Analysenergebnissen
verschiedener Gerite zu erstellen,
vereinfacht die Berichterstattung
an Unternehmensleitung und Auf-
traggeber. Die Unterstiitzung von
»computerisierter Systemvalidie-
rung“ (CSV) und vordefinierte
Validierungsvorlagen, vereinfa-
chen die Systemvalidierung und
minimieren die Irrtumswahr-
scheinlichkeit.

Die LabSolutions Plattform kann
als Losung fir kleinere Laborato-

rien auf einzelnen Computern
(LabSolutions DB), oder als un-

PRODUKTE

ternehmensweites Client-Server-
Netzwerk (LabSolutions CS) ein-
gerichtet werden.

Unterstiitzung der TOC-
Bestimmung nach EP 2.2.44

Die TOC-Control L Software
vereinfacht Tests durchzufiihren
durch Vorlagen fiir die Erstellung
von Kalibrierkurven (Abbildung 3)
und Kontrollproben.

Der Systemeignungstest ist in
einer speziellen Methodenvorlage
vordefiniert (Abbildung 4). Nach
der Vermessung der Kontrollpro-
be (Benzochinon) wird automa-
tisch die Wiederfindung berechnet
und mit den vorgegebenen Gren-
zen (85-115 %) verglichen und
dokumentiert (Abbildung 5).

Zusammenfassung

Die TOC-Control L Software
vereint alle Notwendigkeiten, um
Daten sicher zu handhaben und
unterstiitzt den komfortablen
Umgang mit bestehenden Regu-
larien in der pharmazeutischen
Industrie.

Weitere Informationen

zu diesem Beitrag:

o Whitepaper:
»Compliance of

Shimadzu Total
Organic Carbon (TOC) analyzer with
FDA 21 CFR Part 11 regulations on elec-
tronic records and electronic signatures
—TOC-Control L Ver. 1/ LabSolutions
DB/CS Ver. 6"



APPLIKATION

Abbildung 1: Nanospitzen auf der Oberflache

Sandfisch (Apothek R

WFoto: Wilfried Ber

Tiermotive.de

Schwimmtechnik und Zahn-
technik: Bionik macht’'s moglich

UV-2600 und ISR-2600Plus: Nanospitzen-Analyse von TiO2 und Natrium

an Oberflachen von Dentalmaterialien

as haben ein Sandfisch
W und Farbe gemeinsam?
Beide sind durch die

Bionik verbunden, eine interdiszi-
plinire Wissenschaft, die biologi-
sche Techniken und Systeme aus
der Natur iibernimmt, um moder-
ne Technologien zu entwickeln.
Eine bekannte Nutzung ist der
sogenannte Lotus-Effekt, bei dem
nanoskopische Pflanzeneigen-
schaften fiir Beschichtungen,
Farben und Dachziegeln imitiert
werden, um deren selbstreinigende
Funktionen zu unterstiitzen.

Auf Titan basierende Weifimacher
in Farben und Zahnimplantaten
erscheinen weit weg von der Welt

des Sandfischs (Apothekerskink,
Scincus scincus), eines kleinen
Reptils, das durch Sand schwimmt
wie ein Fisch durch Wasser. Aber
Fortschritte in der Welt der Bio-
nik fithren dazu, dass die Haut des
Reptils und die Oberfliche von
Dentalimplantaten eine Gemein-
samkeit haben: Nanospitzen
(Nanospike).

Die Haut des Sandfischs hat spitze
Nanostrukturen ausgebildet, die
eine nahezu reibungsfreie Ober-
fliche erzeugen, wodurch nur ein
winziger Teil der normalen Ober-
fliche des Tiers in Kontakt mit
den harten Kornern des trockenen

Sands kommt. [1] In der Welt der

Abs.
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Abbildung 2: UV-VIS-NIR-Spektren von Nanospitzen (Na: dunkelblaue Linie, Titandioxid:

orange Linie)
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Zahnimplantate bewirken die Na-
nospitzen fast genau das Gegenteil
dieser Eigenschaft, indem sie eine
sehr grofle Kontaktfliche fir das
Implantat ergeben, um einen Kon-
takt mit der weichen Gewebe-
oberfliche herzustellen.

Dieser Anwendungsbericht dis-
kutiert die Analyse von Nanospit-
zen-Material aus TiO; fiir dentale
Zwecke.

Ein neuer Ansatz: Nanostruktu-
ren an der Oberflache gebunden
an oder mit TiO,

TiO; ist seit Jahrzehnten eine be-
kannte Substanz fiir verschiedene
Anwendungsfelder. Sehr typisch
ist seine Verwendung als Weifima-
cher aufgrund der ausgezeichneten
Reflexionseigenschaften.

Nanospitzen erdffnen zusitzliche
Anwendungsfelder fir TiO; und
sind ein Ansatz zur Herstellung
diinner aktiver TiO,-Oberflichen,
um die antibakteriellen Eigen-
schaften von TiO; innerhalb sehr
kleiner Bereiche zu erhalten.
Nanospitzen sorgen auch fiir eine
stark reflektierende Oberfliche,
die aus vielen Zehntausenden von
winzigen Spitzen bestehen. Die
Ilustration auf Seite 6 stellt Titan-
Nanospitzen in hoher Vergrofie-
rung durch ein Rasterelektronen-
mikroskop (Scanning Electron
Microscopy = SEM) dar (Abbil-
dung 1). Die Spitzen verleihen der
Oberfliche ein auflerordentlich
stark- und hell-weifles Erschei-
nungsbild.

Allerdings kann die ungewohnli-
che, in der nanokristallinen Form
vorliegende Oberflichenstruktur
das Reflexionsvermdgen verin-
dern. Titandioxid zeigt auch Fluo-
reszenzeigenschaften. Fiir einen
medizinischen Einsatz ist es ge-
wohnlich von Vorteil, so wenig
Material wie moglich zu verwen-
den.

Ein neuer Ansatz besteht im Ein-
satz von Nanostrukturen auf der
Oberfliche, gebunden an oder mit
TiO,. Die Nanospitzen-Beschaf-
fenheit ist vergleichbar mit einem
Feld von Nadeln, das im Prinzip
einen idealen diffusen Reflektor
ergibt. Daher ist zu erwarten, dass
eine derartige Oberfliche ein
hoheres diffuses Reflexionsniveau
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Abbildung 3: Braun-beiges Material (blassere Kurve) und blau-graues Material
(dunklere Kurve)

erreicht als eine normale, nicht
mit Spitzen versehene Oberfliche.

Anwendung

Verschiedene Proben wurden mit
der UV-VIS-NIR-Spektroskopie
im Reflexionsmodus gemessen [2,
3]. Es lagen Proben mit Na- und
TiO2-Nanospitzen vor, ein blau-
grau und ein braun-beige glinzen-
des Material. Aufgrund der Mate-
rialeigenschaften wurde eine
Integrationskugel eingesetzt, um
so viel wie moglich von der diffu-
sen Reflexion einzufangen. Diese
Proben waren von geringer Gro-
Be, so dass ein Untergrund mit
einem Weif§standard aus BaSOy
(Bariumsulfat) hergestellt wurde,
um Proben auf die Reflexions-
offnung der ISR-2600Plus Inte-
grationskugel aufzubringen. Die
Probe war grof genug, um sicher-
zustellen, dass der Lichtstrahl des
Gerits ausschliellich auf die Pro-
be gelangte.

Eine Probe wurde auf einem wei-
Ben Reflektor aufgebracht, so dass
die Reflexionsverluste der Kugel
minimiert wurden. Gemessen
wurde von 220 bis 1.400 nm mit
Hilfe der Integrationskugel, die
mit zwei Detektoren ausgeriistet
war. Dabei war die Probe auf dem
diffusen Reflexionseingang plat-
ziert - bei einem Einfallswinkel
von null Grad, um mogliche
gespiegelte Reflexionsanteile der
Messung auszublenden.

Zusammenfassung

Die Nanokristall-Kurven zeigen
eine hohe Absorption (niedrige

Reflexion) bei kurzen Wellenlan-
gen; wahrscheinlich wird die Kur-
ve bei 200 nm durch das Reflex-
ionsvermdgen der inneren Kugel-
beschichtung begrenzt, denn

Bariumsulfat fillt im Wesentlichen

in den Bereich zwischen 220 und
200 nm. Aber selbst in diesem
Bereich zeigen die Ergebnisse,
dass das Gerit noch innerhalb des
Arbeitsbereichs lag, da die Daten
linear bleiben. Sobald die Nach-
weisgrenze erreicht wird, wiirde
die Kurve im Bereich unterhalb
von 220 nm ein Rauschen aufwei-
sen.

Die tibrigen Kurvenanteile liegen
gut im Photometer- und Streu-
lichtbereich des Systems. Die
Reflexionskurven verlaufen sehr
deutlich und zeigen minimales
Rauschen. Diese Kurven werden
im diffusen Reflexionsmodus auf-
genommen, so dass ein gespiegel-

ter Reflexionsanteil der Probe aus-

geblendet ist. (Die Probe wird

unter null Grad Einfallswinkel be-

strahlt und so platziert, dass ein

gespiegelter Reflexionsanteil durch

die Transmissionsoffnung ausge-

blendet wird.)

Im Fall von Materialien, die nichts

reflektieren aufler bei sehr flachen
Betrachtungswinkeln, ist diese
Messung im Allgemeinen am ge-

nauesten, da der gespiegelte Anteil

minimal ist. Falls die Probe etwas
reflektiert, lisst sich eine zusitzli-
che Messung mit Hilfe der gerich-
teten Reflexions6ffnung durch-
fiithren, bei der die Probe unter

acht Grad Einfallswinkel bestrahlt

wird, was die Spiegelreflexion er-
laubt, die zur Kugelwand zuriick
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reflektiert und so in die Messung
eingeschlossen wird.

Bei Betrachtung dieser Ergebnisse
liefert das Gerit eindeutig genaue
Resultate fiir den gesamten Be-
reich von 200 - 1.400 nm. Die
Ergebnisse werden alle unter Ver-
wendung von Bariumsulfat als
Referenzmaterial erhalten. Dies
gilt als sehr guter neutraler
Reflektor. Alle Integrationskugel-
Messungen miissen in Prozent des
Referenzmodus angegeben wer-
den, da es unmoglich ist, die diffu-
se Reflexionsfihigkeit als Abso-
lutwert zu messen [2, 3]. Im Ver-
lauf der Untergrunderfassung nor-
malisiert das Gerat alle Reflexions-
werte fiir Bariumsulfat auf 100 %
(0 absolut), aber das Reflexions-
vermogen des Referenzmaterials
sollte in Betracht gezogen werden.
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AKTUELLES

Klimaforschung im Ozean

Alternative Methode zur Bestimmung von Kohlenstoffdioxid im Meerwasser

ie Weltmeere dienen seit
D Urzeiten als Kohlenstoff-

dioxidsenken. Das CO; in
der Luft wird durch kalkskelett-
bildende Lebewesen im Meer per-
manent gebunden. Ein Langzeit-
versuch mit Korallen zeigt die
Eignung des DIC-Verfahrens
(geloster anorganischer Kohlen-
stoff) mittels TOC-Analysator als
ein sicheres, exaktes und schnelles
Alternativverfahren fiir die Erfor-
schung von Meerwasser.

Eine der grofiten weltweiten Her-
ausforderungen der Gegenwart ist
die Eindimmung der anthropogen
globalen Erwirmung. Das auf
dem Klimagipfel in Paris ratifi-
zierte Abkommen legt unter ande-
rem fest, die Erderwarmung auf
unter 2 °C des vorindustriellen
Niveaus zu begrenzen. Dadurch
sollen die Auswirkungen der Kli-
maverinderung wie Wetterextre-
me, Gletscherschmelzen oder stei-
gender Meeresspiegel erheblich
reduziert werden.

Eine der Hauptursachen der Kli-
maveridnderung ist vermutlich die

Emission von sogenannten Treib-
hausgasen. Kohlendioxid ist dabei
das von den Industriestaaten meist
emittierte Gas, es entsteht etwa
bei der Verbrennung fossiler
Brennstoffe. Zum Vergleich: In
den 1960er Jahren lag der mittlere
volumenbezogene Kohlenstoff-
dioxidgehalt der Luft bei ca.

280 ppm, heute liegt er bei tiber
380 ppm.

Korallen im Klimakreislauf

Zwei Drittel der Erdoberfliche
sind mit Wasser bedeckt. Die
Weltmeere fungieren seit Jahrmil-
lionen als wichtige CO,-Senken.
Ein Teil des in der Atmosphire
enthaltenen Kohlenstoffdioxids
wird im Meerwasser zunichst
gelost, bis es dort schlieflich dis-
soziiert und sich chemisch im
Kohlensauregleichgewicht befin-
det. Bei dem in den Ozeanen vor-
herrschenden pH-Milieu (pH ca.
8,2) liegt es zu fast 100 % als Hy-
drogencarbonat vor. Ein Grofiteil
dieser Kohlenstoffeintrige wird
durch kalkskelettbildende Lebe-

wesen, wie etwa Steinkorallen,

permanent gebunden. Die Verin-
derung des Klimas, sowie der
Anstieg der Kohlenstoffdioxid-
Konzentration in der Atmosphire
wirken sich in verschiedener
Weise auch auf die Ozeane und
die Meere aus. Zum einen steigt
die CO,-Konzentration im Meer,
was zur sogenannten Versauerung
der Ozeane fithrt. Zum anderen
verringert sich bei steigender
Meerestemperatur die Loslichkeit

des CO5».

Korallen in verschiedenen
klimatischen Umgebungen

Insbesondere in tropischen Brei-
ten wachsen und gedeihen die fiir
den Kohlenstoffkreislauf der Erde
wichtigen Korallen. In der Meer-
wasserversuchsanlage (MAREE)
des Leibniz-Zentrums fiir Marine
Tropenforschung (ZMT) kann
eine tropische Meeresumwelt
simuliert und ckophysiologische
Versuche durchgefiithrt werden.

Abbildung 1: Prof. Dr. Justin Ries von der Northeastern University (USA) setzt Steinkorallen

fiir die Experimente in die Versuchsanlage des ZMT Bremen
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Um die moglichen Auswirkungen
der Erwirmung und der erhohten
CO;-Konzentration im Meerwas-
ser auf Korallen zu erforschen,
wurden in verschiedenen Versuchs-
reithen, Korallen in unterschiedli-
chen Umgebungen beobachtet.
Dabei wurden in den Versuchs-
aquarien unterschiedliche Tempe-
raturen eingestellt sowie mit einer
Gasmischanlage vorindustrielle,
heutige und zukinftige CO;-
Konzentrationen untersucht. So
wurden iiber viele Wochen die
Wachstumsraten der Korallen
bestimmt.

Verschiedene Korallen

Die Versuche wurden an den Tro-
pischen Steinkorallen Stylophora
pistillata, Pocillopora damicornis
und Seriatopora hystrix, sowie an
der Kaltwasser-Koralle Lophelia
pertusa durchgefiihrt. Sie sind Teil
der Forschungen von Prof. Justin
Ries von der ,,Northeastern Uni-
versity“ (Boston, Massachusetts,
USA). Prof. Ries war dazu mit sei-
nem Team fiir mehrere Monate am
ZMT in Bremen zu Gast, um die
Versuche durchzuftihren und aus-
zuwerten. Um die Wasserbedin-
gungen in den Versuchsaquarien
zu beschreiben, dienen neben der
Temperatur, der pH-Wert, die
Alkalinitit (Saurepufferung), die
Salinitit (Salzgehalt) und der DIC
(geldster anorganischer Kohlen-
stoff). Wihrend dieser Versuche
wurden vor allem die Alkalinitdt
und der DIC fortwihrend analy-

siert.
DIC-Bestimmung

Zur Bestimmung des DIC hat sich
international ein coulometrisches
Referenzverfahren durchgesetzt.
Dabei wird ein Aliquot der Meer-
wasserprobe mit einer Phosphor-
saure versetzt. Das entstehende
CO; wird mittels eines Triger-
gases in die Messzelle eines Cou-
lometers gefiihrt und wird dort in
einer Reaktionslosung absorbiert
(Ethanolamin in Dimethylsulf-
oxid). Das CO; reagiert dort mit
dem Ethanolamin zu Hydroxy-
ethylcarbaminsaure und fihrt zu
einer Entfirbung des in der Reak-
tionslosung enthaltenen Indika-
tors. Die entstandene Hydroxy-
ethylcarbaminsaure wird durch
die elektrochemische Bildung von
OH-Ionen neutralisiert. Die dabei
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Abbildung 2: TOC-L

verbrauchte Strommenge dient der
Berechnung der Konzentration

des DIC.

Erfahrungsgemifl dauert die Ana-
lyse einer Meerwasserprobe (Ein-
fachbestimmung) mittels Referenz-
verfahren etwa 15 Minuten. Hinzu
kommen eine lingere Temperie-
rung der Proben und eine lange
Equilibrierung des Analysensys-
tems. So konnen an einem 8-stiin-

eines Wassers zu erfassen, ist die
Bestimmung des TOC (Total
Organic Carbon). Dabei wird ein
Aliquot der Wasserprobe auf
einen 680 °C heiflen Platinkataly-
sator injiziert. Das bei der Ver-
brennung entstehende Kohlen-
stoffdioxid wird mittels Tragergas
zu einem NDIR-Detektor gefiihrt
und erfasst. Bei dieser Bestim-
mung ist es notwendig, den anor-
ganischen Kohlenstoffanteil vor
der Verbrennung vollstindig zu
entfernen oder separat zu bestim-
men und rechnerisch zu bertick-
sichtigen (Differenzbildung).

Ein hochsensitiver TOC-Analy-
sator (Shimadzu, Abbildung 2)
wurde verwendet um den DIC
separat zu bestimmen. Hierbei wir
ein Aliquot der Probe in eine
Phosphorsiurevorlage injiziert.
Das dabei entstehende CO; wird
mittels Trigergas zu einem NDIR-
Detektor geleitet und erfasst.

Die Einfachbestimmung einer

DIC-Bestimmung:
Vergleich Shimadzu-Analysator und Coulometer
(alle Werte in pmol/l)
& 3.000 j
g 2.500 |
Y 2000 P
=)
oy N, SN /. W—— o .
£ RZ = 0,9991;
< 500
ol
0 500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500
Coulometer

digen Arbeitstag etwa zehn Pro-
ben analysiert werden. Bei den
oben genannten Experimenten fie-
len je Tag 36 Meerwasserproben
zur DIC-Analyse an. Es wurde
daher nach einer alternativen
Analysenmethode gesucht, die
vergleichbare Ergebnisse liefert,
iber eine hohe Reproduzierbar-
keit verfiigt, automatisierbar ist
und kiirzere Analysenzeiten bie-
tet. Zudem war die Verwendung
von geringeren Probemengen ge-
wiinscht (25 ml anstelle von 100 ml
beim Referenzverfahren).

Alternatives Messverfahren

Ein im Umweltbereich etabliertes
Verfahren organische Belastung

DIC-Konzentration dauert etwa
drei Minuten. Der zeitliche Vorteil
dieser Methode war offensichtlich.
Bevor sie aber eingesetzt werden
konnte, musste die Gleichwertig-
keit zum Referenzverfahren belegt
werden.

Dazu sollten beide Verfahren eine
iibereinstimmende Genauigkeit
und Richtigkeit aufweisen. Aufler-
dem sollte die Reproduzierbarkeit
<1 % sein. Um die Gleichwertig-
keit zu belegen, hat der Entwick-
lungsingenieur vom ZMT, Dipl.-
Ing. Matthias Birkicht, mit seinem
Kollegen Dieter Peterke eine gro-
e Messkampagne durchgefiihrt.
Hier wurden synthetische Stan-
dardlosungen der ,,Dickson-
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Seewasserreferenzstandards® und
Meerwasser und Leitungswasser
mit beiden Verfahren in unter-
schiedlichen Konzentrationsni-
veaus gemessen. Die Werte beider
Methoden wurden in einem Dia-
gramm (Abbildung 3) gegeneinan-
der aufgetragen (Konzentrations-
angabe in pmol/I).

Auswertung

Die Auswertung der Gleichwer-
tigkeitsprifung zeigte eine deutli-
che Ubereinstimmung beider Ver-
fahren. Sie zeigten eine gute
Reproduzierbarkeit (= 6 pmol/1)
und eine hervorragende Richtig-
keit (+ 4 pmol/l) fir diese Art von
Experiment. Zudem verbraucht
das alternative DIC-Verfahren
keine teuren sowie giftigen Re-
agenzien, wie das Referenzver-
fahren. Die Verbrauchskosten fiir
eine Analyse liegen bei dem alter-
nativen Verfahren bei 20 % im
Vergleich zur Referenzmethode.
Zusitzlich spart das neue Verfah-
ren wertvolle Analysenzeit. Es
lisst sich in Verbindung mit einem
Autosampler vollstindig automa-
tisieren.

Fazit

Um die Risiken und Auswirkun-
gen der Klima-Verinderung ein-
schitzen zu konnen, bedarf es vie-
ler Forschungen, die auf schnelle,
genaue, reproduzierbare und kos-
tenglinstige Analysenverfahren
angewiesen sind. Auch der Vol-
kerrechtsvertrag OSPAR, der den
Schutz der Nordsee und des Nord-
atlantiks behandelt, beschreibt in
seinen Richtlinien fiir die Unter-
suchung von Meerwasser (JAMP
Guidelines for Monitoring Che-
mical Aspects of Ocean Acidifi-
cation (2014)) die Bestimmung
von CO; im Meerwasser. Das
DIC-Verfahren mittels TOC-
Analysator stellt ein sicheres,
exaktes und schnelles Alternativ-
verfahren dar.
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Schnelle GC ohne
Handbremse

Filterzeitkonstante und Aufnahmefrequenz verbessern
Signal-Rausch-Verhaltnis

Minuten

Abbildung 1: Definition der Signal-Halbwertsbreite (FWHM) und Basisbreite (w)

10

as schnelle Ansprechver-
D halten von Detektoren

wird in der Gas-Chroma-
tographie haufig nur uber die
maximale Aufnahmefrequenz
(Sampling Frequency) charakteri-
siert. Bei Anwendung neuester
Techniken mit kurzzeitigen Sig-
nalen wird es aber nétig, auch die
Rauschfilterung anzupassen (Filter
Time Constant). Bleibt dieser
Parameter unverindert, ist das
Ansprechverhalten des Detektors
zu langsam und die Abbildung des

Signals wird verfalscht.

Das Signal-Rausch-Verhaltnis
entscheidet

In der Analytik bestimmt das Ver-
haltnis Signalhéhe zum Basisli-
nienrauschen generell die zu errei-
chende Nachweisgrenze. Entwick-
lungen in der Gas-Chromatogra-
phie fithren deswegen zu immer
schirferen und damit héheren
Signalen. Die Signalschirfe wird
iber die Halbwertsbreite (FWHM
full width at half maximum) oder
die Basisbreite (signal width, Ab-
bildung 1) bestimmt. Je schirfer

die erwarteten Signale sind, desto
schneller muss das Ansprechver-

halten eines Detektors eingestellt
werden, um Signale im Chroma-

togramm einwandfrei darzustel-

len.

Zunichst wird dafiir die Aufnah-
mefrequenz angepasst. Shimadzu
empfiehlt etwa 25 Messpunkte pro
Signal zu kalkulieren, um auch
nicht-symmetrische Signale (zum
Beispiel durch Tailing) sauber
abzubilden. Bei Signalbasisbreiten
> 2,5 s ist eine Aufnahmefrequenz
von 10 Hz hinreichend.

Die vom Detektor gemessene Ba-
sislinie ist somit eine Extrapola-
tion Uber Messpunkte die alle 0,1 s
aufgenommen wurden. Weil unno-
tig hohe Aufnahmefrequenzen das
Basislinienrauschen erhéhen, soll-
te die Frequenz den Signalbreiten
gentigen, aber nicht unnétig zu
hoch gesetzt werden.

Bei schnellen GC-Techniken
konnen Signalbasisbreiten < 1 s

erreicht werden. Nihert man sich
mit der Signalbreite einer Sekun-
de, muss die Aufnahmefrequenz
auf 25 Hz erhoht werden. Essen-
ziell wird aber auch ein zweiter
Parameter — die Rauschunter-
driickung.

In einem Gas-Chromatographen
reduzieren elektronische Rausch-
filter das Detektorrauschen.
Prinzipiell werden die hochfre-
quenten Anteile in der Basislinie
durch den Filter gemindert, wobei
die gemessenen Signale moglichst
unbeeintrichtigt bleiben sollen.
Werden Signale schirfer, muss die
Rauschfilterung tber die Filter-
zeitkonstante angepasst werden.

Der Nachteil ist: Mit Verkleine-
rung der Filterzeitkonstante ver-
mindert sich die Rauschunter-
driickung, und das Basislinien-
rauschen steigt. Aber der Auf-
wand lohnt, wenn scharfe Signale
sauber abgebildet und somit ein
besseres Signal-Rausch-Verhiltnis
erreicht wird.

35.000

Signalhohe [pV]

30.000

25.000

20.000

15.000~

10.000~

5.000

—0,1s—0,2s —0,3s — 0,4s —0,5s

2ms 4ms 10ms

20ms 50ms 100 ms 200ms

bei 500 Hz gehalten.

Abbildung 2: Abnahme der Signalhéhe bei schrittweiser Erhdhung der Filterzeitkonstante
von 2 auf 200 ms. Dargestellt sind die gemessenen Signalhdhen fiir die vorgegebenen
Signale mit Halbwertsbreiten von 0,1 - 0,5 s. Die Aufnahmefrequenz wurde dabei konstant
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beim scharfsten Signal mit Halbwertsbreite 0,1 s (siehe Zoom in b).

Abbildung 3: Unter (a) sind Dreiergruppen der fiinf Signale mit Halbwertsbreiten 0,1 bis 0,5 s dargestellt. Die Farben innerhalb einer Dreiergruppe stehen fiir verschiedene Filterzeitkon-
stanten (griin 10 ms, blau 50 ms, rot 100 ms). Generell kommt es zu einer Verbreiterung und einem Verlust an Signalhdhe mit wachsender Filterzeitkonstante, besonders gut zu beobachten

Wenn Signale der
Rauschunterdriickung
zum Opfer fallen

Der neue Gas-Chromatograph
Nexis GC-2030 erlaubt fir jeden
Detektor eine maximale Aufnah-
mefrequenz von 500 Hz in Verbin-
dung mit einer minimalen Filter-
zeitkonstante von 2 ms. Theore-
tisch ist damit die einwandfreie
Abbildung von Signalen mit einer
Basisbreite von 0,05 s moglich,
was fiir alle derzeitigen Techniken
mehr als gentigt.

Um zu vermitteln, wie wichtig die
Anpassung der Filterzeitkonstan-
ten ist, wurden Signale mit finf
verschiedenen Halbwertsbreiten
Uber den integrierten Peak-Gene-
rator des Nexis GC-2030 erzeugt.
Diese unterliegen der Rauschfil-
terung, wie jedes normal gemesse-
ne Signal. Beziiglich Beeintrichti-
gung Uber die Aufnahmefrequenz
muss eingeschrinkt werden, dass
die kiinstlichen Signale hochsym-
metrisch sind und deswegen auch
mit niedrigen Aufnahmefrequen-
zen recht gut abgebildet werden.

Bestimmt wurde der Einfluss von
Filterzeitkonstante und Aufnah-
mefrequenz auf funf Signale, gene-
riert mit Halbwertsbreiten von
0,1, 0,2, 0,3, 0,4 und 0,5 s. Die
resultierenden Basisbreiten sind
0,39, 0,76, 1,09, 1,59 und 2,04 s.
Alle fiinf Signale haben eine fest-
gelegte Hohe von 30.000 pV.
Abweichungen von diesem Wert
sind Abbildungsfehler, aufgrund
des Ansprechverhaltens der Detek-
torsignalbearbeitung.
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In einer ersten Messreihe wurde
dieses Muster bei konstanter
Aufnahmefrequenz von 500 Hz
mit verschiedenen Filterzeitkon-
stanten gemessen. Abbildung 2
zeigt die Auswirkung auf die Sig-
nalhohe. Bis zu einer Filterzeit-
konstante von 10 ms bleiben alle
Signale nahezu unbeeintrichtigt.
Mit steigender Filterzeitkonstante
werden schirfere Signale zuneh-
mend kleiner, bis ab 100 ms auch
das Signal mit Halbwertsbreite
0,5 s dem Rauschfilter unterliegt
und kleiner wird. Bei Filterzeit-
konstante 200 ms bleiben vom
schirfsten Signal (Halbwertsbreite
0,1 s) nur 10 % der eigentlichen
Signalhohe 30.000 pV iibrig.

Abbildung 3 zeigt, wie sich die
steigenden Filterzeitkonstanten
(10, 50, 100 ms) auf die Form der
Signale auswirken. Wird die

Rauschfilterung jenseits einer
Filterzeitkonstanten von 10 ms
weiter verstirkt, beeinflusst dies
die Signalbreite. Bei einer Filter-
zeitkonstanten 200 ms verzehn-
facht sich die Halbwertsbreite
des Signals von urspriinglich 0,1
auf 0,96 s; die Basisbreite des
Signals wichst noch stirker von
urspriinglich 0,39 s auf 5,43 s.

Geringere Auswirkungen bei
der Aufnahmefrequenz

Wie wirkt sich nun die Anderung
der Aufnahmefrequenz unter glei-
chen Bedingungen aus? Wiederum
werden finf Signale generiert mit
Halbwertsbreiten 0,1, 0,2, 0,3, 0,4
und 0,5 s. Diesmal bleibt die Fil-
terzeitkonstante konstant bei

2 ms, die Aufnahmefrequenz wird
von 500 Hz auf 10 Hz schrittweise
reduziert. Das Ergebnis (Abbil-

30.000

Signalhohe [pV]

29.000 -
28.000 +
27.000 -
26.000 ~
25.000 ~
24.000 +
23.000 +
22.000
21.000 ~

—01s =028 —10,35 —0,4s —05s

20.000

500 Hz 250 Hz 125 Hz

100 Hz

50 Hz 25 Hz 10 Hz

Abbildung 4: Abnahme der Signalhéhe mit Verringerung der Aufnahmefrequenz
von 500 Hz auf 10 Hz fiir die gegebenen Signale mit Halbwertsbreiten von 0,1 - 0,5 s.
Die Filterzeitkonstante wurde dabei konstant bei 2 ms gehalten.

dung 4) zeigt einen weniger dra-
stischen Einfluss verglichen mit
der Anderung der Filterzeitkon-
stante (Abbildung 2). Bis 50 Hz
ist nur eine geringe Abnahme der
Signalhdhe beim Signal mit 0,1 s
Halbwertsbreite zu beobachten.
Wird die Aufnahmefrequenz wei-
ter verringert, verkleinert sich die
Signalhohe des Signals von
urspriinglich 30.000 pV auf etwa
20.000 pV.

Zusammenfassung

Ein mit jedem Nexis GC-2030
durchfiihrbares Experiment zeigt,
dass es bei Anwendung neuester
Techniken in der Chromatogra-
phie nicht gentigt, allein die
Aufnahmefrequenz an resultieren-
de Signalschirfen anzupassen.
Vielmehr muss auch die Rausch-
unterdriickung modifiziert wer-
den. Es gilt das Detektorrauschen
moglichst klein zu halten, ohne
Form und Héhe der gemessenen
Signale nennenswert zu beein-
trichtigen. Nur die geeignete
Anpassung der Filterzeitkonstan-
ten nebst Aufnahmefrequenz fihrt
zum besten Signal-Rausch-Ver-
hiltnis, welches letztendlich die
zu erzielende Nachweisgrenze
definiert — und Schnelle GC ohne

Handbremse ermdglicht.
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Optimales Handling analytischer
Daten in regulierten Laboratorien

Gestiegene Anforderungen durch cGMP und wie man ihnen begegnet

Shimadzu Laboratory World in Duisburg

it der Zunahme der digi-
M talen Messdatenauswer-
tung und -freigabe in den

letzten Jahren wurde auch die
Datenintegritit — also die Unver-
anderlichkeit von Daten — immer
bedeutender. Durch die elektroni-
sche Datenverarbeitung kénnen
Modifikationen der Daten vor-
satzlich oder unabsichtlich erfol-
gen, wie Veranderungen von Aus-
wertungen oder das Ersetzen von
Datensitzen. Werden diese Daten
zum Beispiel fir die Freigabe von
Medikamenten oder Wirkstoffen
verwendet, kann eine Manipula-
tion im schlimmsten Fall ernsthaf-
te gesundheitliche Konsequenzen
fur die jeweiligen Patienten haben.
Dabher legen behordliche Audito-
ren bei Betriebspriifungen ein
besonderes Augenmerk auf die
Mafinahmen zur Datenintegritit.

Wihrend Kontrollen durch die
US-amerikanische Lebensmittel-
iberwachungs- und Arzneimittel-
zulassungsbehorde FDA (Food

12

and Drug Administration) sind
mehrfach Unternehmen wegen
mangelnder Datenintegritit aufge-
fallen, sodass die Behorde im
April 2016 dazu eine Richtlinie
veroffentlicht hat. ,Data Integrity
and Compliance with cGMP* ver-
deutlicht, dass die Integritit von
Daten als eines der zentralen

Qualititsthemen der FDA aufge-
fasst wird. So wurden in den letz-
ten Jahren zahlreiche Mafinahmen
wie ,Warning Letters“ veroffent-
lichg; sie fithren die hiufigsten
Probleme beziiglich der Leitlinie
21 CFR 211 & 212 auf ebenso wie
die Prinzipien der elektronischen
Aufzeichnungen entsprechend der

Leitlinie 21 CFR Part 11. In ande-
ren Fillen wurden Importsperren
in Folge von Verstoflen verhingt.

Die Richtlinie enthilt weiterhin
genauere Erlduterungen der im
Sprachgebrauch ublichen Begriffe
wie zum Beispiel Data Integrity,
Audit Trails und Meta Data. Auch
wenn sie nicht den Anspruch
erhebt, wie im Detail die Anfor-
derungen zu erfillen sind, werden
die wichtigsten Themen seitens
der FDA in 18 Fragen und Ant-
worten aufgefiihrt.

Datenintegritit ist kein neues
Konzept; sie ist Bestandteil der
c¢GMP-Anforderungen wie

® § 211.68 requires that backup
data are exact and complete, and
secure from alteration, inadver-
tent erasures, or loss

® § 212.110(b) requires that data
be stored to prevent deteriora-
tion or loss

® § 211.100 and § 211.160 require
that certain activities be docu-
mented at the time of perfor-
mance and that laboratory con-
trols be scientifically sound

® §211.180 requires true copies
or other accurate reproductions
of the original records; and

Probenvor-

bereitung @) Analysen

EEE
o

Durchfiihrung der

Generierung und Speicherung
analytischer Daten (Ausdruck)

85 MR SREnm N

E|nste||en der analytischen
Bedingungen

Instrument-
Parameter

Parameter fiir die

Chromatogramm-Reporte

| Check HAppvovaI| ‘Smrage

L

Check Approval

Peakintegration Grundannahme:

Batch-

Einstellungen zur Sicherheit, wie Benutzerzugange und Passworter, Einstellungen der Audit
3 Trails und geeignete Benutzerrechte, die das Loschen von Daten verhindern wurden bereits
entsprechend der geltenden Regulatorien gesetzt.

Einstellungen

Abbildung 1: Schematischer Vorgang der Datenaufnahme und -verarbeitung am Beispiel einer HPLC-Analyse

3/2017



*§211.188, § 211.194, and 212.60
(g) require complete informa-
tion, complete data derived from
all tests, complete record of all
data, and complete records of all
tests performed. [1]

ALCOA - der gute Umgang
mit Daten

Fiir einen guten Umgang mit Da-
ten steht das ,ALCOA“-Prinzip
fiir Accurate, Legible, Contempo-
raneous, Original und Attribut-
able, also akkurat, lesbar und per-
manent, zeitgleich, original und
zur jeweiligen Person zurechen-
bar. Dieses Prinzip lisst sich auf
den gesamten Lebenszyklus von
Daten anwenden.

,Akkurat“ behandelt z.B. die
Validierung von Geriten, um zu
belegen, dass Messdaten korrekt
aufgezeichnet werden, das Frei-
geben der Daten durch einen
Laborleiter im Vier-Augen-
Prinzip und die Validierung von
Software und elektronischen
Systemen, um auch hier eine
korrekte Ablage der Daten
nachzuweisen.

»Lesbar und permanent” richtet
sich vornehmlich an die Ab-
sicherungen gegen Verinderun-
gen der Daten. So miissen hand-
schriftliche Daten mit einem
dokumentenechten Stift in les-
barer Form aufgezeichnet und
Korrekturen zu Daten geeignet
durchgefiihrt werden. Weiterhin
muss fir simtliche Daten eine
Verinderungshistorie durch ei-
nen Audit Trail vorhanden sein.
»Zeitgleich beschreibt die
Aufzeichnung von Daten. Diese
muss direkt nach dem jeweiligen
Prozess erfolgen, wie z.B. einer
Messung im Labor, und darf
weder vor- noch zurtickdatiert
werden. In elektronischen Sys-
temen durfen Uhrzeit und Da-
tum nicht veranderlich sein und
jegliche Anderung im Datensatz
muss direkt nach der Eingabe
gespeichert werden.

¢ Da Daten zusitzlich ,original®
vorhanden sein miissen, muss
von jeglichen Messungen auch
der jeweilige Satz an Rohdaten
erhalten und archiviert bleiben
und Anderungen miissen nach-
verfolgbar sein.

Der letzte Punkt ,,zur jeweiligen
Person zurechenbar® beinhaltet,
dass alle zuvor genannten Pro-
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PRODUKTE

Kontrollierte Umgebung innerhalb der LabSolution Datenbank

Probenvor-

bereitung & Analysen

Durchfiihrung der

ﬁ;;.n _— E ==
U [J -
Einstellen der analytischen
Bedingungen

mspmm——  Parameter
fiir die
Peakintegration

Generierung und Speicherung
analytischer Daten

@,

| W-) .
Verlmkung zwischen Daten
und Report Set

Instrument-
Parameter

Bestandteile des Report Sets

Batch-Reporte Andere Reporte

Batch-
Reporte

Operative
Log-Reporte

Chromatogramm-
Reporte

Report Set !»_

» | Logout

Weitere Bestandteile (Andere
Reporte) des Report Sets:

® Gerateparameter

* Datenauswerteparameter
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< Elektronische Signatu ’@
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Abbildung 2: Data Integrity Compliance mit dem LabSolutions DB/CS Report Set

zesse der durchfiihrenden Per-
son zuordenbar sein miissen.
Jeder, der Daten aufnimmt oder
sie weiterbehandelt, muss dies
durch eine personliche Signatur
und Datierung kenntlich ma-
chen. Bei der Verwendung elek-
tronischer Systeme ist daher ein
personalisierter Zugang und eine
elektronische Unterschriften-
reglung unabdingbar.

Niheres dazu ist der Richtlinie
,Data Integrity and Compliance
with cGMP“ zu entnehmen. [1]

Geratehersteller
unterstiitzen Messdaten-
integritat

Durch die vielen Verstofie in den
letzten Jahren wenden die FDA-
Auditoren wihrend ihrer Uber-
prifungen das Verdachtsprinzip
an, das heif}t, sie gehen grundsitz-
lich von einer Nichteinhaltung der
Regularien aus. Diese Verande-
rung im Vergleich zu vorherigen
Audits hat zur Folge, dass ein
liickenloser Nachweis der Integri-
tat von Messdaten im kontrollier-

Problem 1 im Zusammenhang mit Ausdrucken
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Problem 2 im Zusammenhang mit Ausdrucken

fiihren kann

Das Ausdrucken, Summieren, Uberpriifen und Archvieren erfordert einen betréchtlichen Zeitaufwand
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Abbildung 3: Probleme mit ausgedruckten Analysereports

ten Umfeld unabdinglich gewor-
den ist. [2]

Auch die Anbieter von Chroma-
tographie-Daten-Systemen, also
Software zur Aufnahme, Verarbei-
tung, Verwaltung und Speicherung
von Daten aus analytischen Mes-
sungen, haben sich durch dezi-
dierte Funktionen zur Dateninte-
gritit auf diese gednderten Gege-
benheiten eingestellt, um Betriebe
im kontrollierten Umfeld beim
Thema Datenintegritit und FDA-
compliance zu unterstiitzen.

Fallstricke bei der
Datenintegritat anhand
einer HPLC-Analyse

Um die notwendigen Funktionen
und Vorkehrungen im analyti-
schen Arbeitsalltag zu verdeutli-
chen, werden hier am Beispiel
einer HPLC-Analyse die mogli-
chen Fallstricke bei der Daten-
integritit beleuchtet. In einem rein
papierbasierten Labor erfolgt ein
Arbeitsablauf entsprechend dem
Schema in Abbildung 1.

Ein Labormitarbeiter loggt sich
am entsprechenden PC ein, nimmt
dort Daten auf, verarbeitet sie
weiter und druckt sie schliefflich
aus. Die ausgedruckten Chroma-
togramme werden tiberpriift und
freigegeben und anschlieflend in
einem Aktensystem gelagert. Auf
den ersten Blick sieht es also so
aus, als ob diese Vorgehensweise
akzeptabel wire, solange entspre-
chende Sicherheitseinstellungen
wie Zugangsdaten, Einstellungen
zum Audit Trail und die »
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PRODUKTE

Nutzerberechtigungen zum Lo-
schen von Daten angemessen ge-
wihlt wurden.

Im Normalfall werden bei der
Papierdokumentation fiir die Be-
urteilungen nur die ausgedruckten
Chromatogramme beurteilt. Die
Einstellungen der Instrumente,
der Datenverarbeitung, der Pro-
bentabelle oder andere Parameter
werden fir gewohnlich nicht be-
rticksichtigt. Fiir eine verlissliche
Beurteilung ist eine Betrachtung
all dieser Faktoren jedoch notwen-

dig. [3]

Anhand des Ausdrucks kann nicht
erkannt werden, wie der Gesamt-
datensatz zum Zeitpunkt des
Ausdrucks genau aufgebaut war.
Egal wie sicher ein elektronisches
Datenverarbeitungssystem oder
eine Software auch ist, sie ist
immer abhingig von der Eingabe
der Nutzer. Daher ist es selbst bei
strengsten Sicherheitsvorkehrun-
gen am Computer nur schwer
moglich, unzulissige Handlungen
zu unterbinden, zum Beispiel
beim Festlegen der analytischen
Bedingungen oder dem Auswerten
analytischer Daten.

Optische Kennzeichnung
jeder hindischen Manipulation
auf einen Blick

Wie kann also bewiesen werden,
dass keinerlei unzulissige Hand-
lungen wihrend der Datenaufnah-
me oder -auswertung unternom-
men wurden, um die Analysen-
ergebnisse zu verfilschen? Ein
solcher Beweis kann nur dann
erbracht werden, wenn simtliche
Rechenoperationen und Prozesse
bei der Datenverarbeitung einfach
sichtbar sind. Dies kann erreicht
werden, indem alle durch den
Menschen durchgefiihrten Aktio-
nen, wie die Einstellung der Trenn-
bedingungen oder die Auswertung
der analytischen Daten zusam-
mengestellt und leicht erkennbar
als manuelle Schritte gekennzeich-
net werden. Durch die optische
Kennzeichnung jeder hindischen
Manipulation ist somit auf einen
Blick sichtbar, falls unzulissige
Prozesse wie das Modifizieren
oder Ersetzen von Daten stattge-
funden haben.

Die LabSolutions CS oder DB
von Shimadzu nutzt dabei die
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sogenannte ,Report Set* Funk-
tion. Sie erstellt automatisch einen
Satz von pdf-Reports, wie zum
Beispiel Batch-Analyse, Opera-
tions-Log und Chromatogramme,
die anschlieflend in ein einziges
Dokument tberfithrt werden.
Dieses Report Set liefert zudem
Informationen uiber manuelle und
automatisierte Aktionen, sodass
bei einer Datenmanipulation (zum
Beispiel durch Austausch fehler-
hafter Daten) ein dokumentierter
Beweis fir das Fehlverhalten vor-
liegt, der auf einen Blick erkennt-
lich ist.

Abbildung 2 (Seite 13) zeigt sche-
matisch den Ablauf der Compu-
teroperationen bei Verwendung
der ,Report Set“ Funktion in der
LabSolutions DB/CS Software,
wodurch Daten verlinkt und ange-
zeigt werden.

Im Folgenden sind drei Haupt-
merkmale der Berichtssitze aufge-

fiihrt.
Hauptmerkmal 1:

Die Sichtbarkeit der einzelnen
Analyseschritte erleichtert, die
Ergebnisse zu tberprifen und
bietet Sicherheit.

00O0.pdf

Die Report-Set-Funktion beinhal-
tet nicht nur die Ergebnisse aus
einer Sequenz von Analysen
(Batch), sondern auch die Ergeb-
nisse und Schritte aus der Nachbe-
arbeitung im Postrun. Im Opera-
tion-Log-Report werden Analyse
und Nachbearbeitung vom Start
bis zum Ende des analytischen
Prozesses dokumentiert. Ahnlich
komfortabel wie bei einem e-Book
lassen sich die einzelnen Schritte
Seite fiir Seite verfolgen, ohne dass
der Nutzer zwischen verschiede-
nen Fenstern hin- und herschalten
muss, um Bedienerschritte und
Einstellungen zu tiberpriifen. Dies
bietet neben einer Arbeitserleich-
terung auch zusitzlich mehr

Sicherheit.

Hauptmerkmal 2:

Die Resultate analytischer Serien
werden automatisch gegen Modi-
fikation geschiitzt.

i
— Link

N

000.pdf

Wenn einmal ein digitaler Zusam-
menhang zwischen analytischer
Serie, analytischen Resultaten
(digitalen Daten) und dem Report
Set erzeugt wurde, ist eine weitere
Datenmanipulation nicht mehr
moglich. Dadurch wird sicherge-
stellt, dass Modifikationen wie
Datenaustausch oder das Loschen
von Daten verhindert werden.

Diese digitale Verlinkung der ein-
zelnen Daten bietet nicht nur eine
einzigartige Beziehung zwischen
Report und Analyseergebnissen
(digitalen Daten), sondern sie
erleichtert auch das Suchen und
Uberpriifen der Resultate.

Hauptmerkmal 3:

Erhohte Produktivitit dank Digi-
talisierung des Verifizierungspro-
zesses von Analysenreports.

Papierlos

oK

o—

Elektronische|Signatur

Die Verifizierung der Reports
(Report Confirmation Function)
dient als Beweis dafiir, dass die
Analysenreports im PDF Report
gesichtet wurden. Falls dies nicht
geschah, generiert eine eingebaute
Uberwachungsfunktion eine
Fehlermeldung.

Vorteile des papierlosen
Systems:

Elektronische Signaturen werden
fur den Report-Sichtungs- und
Freigabeprozess verwendet, wobei
gleichzeitig die originalen, digita-

len Analysedaten herangezogen
werden. Die Verwendung der
elektronischen Signatur macht ein
Ausdrucken der Reports mit
anschliefender Handsignierung
uberflissig. Dementsprechend
konnen Probleme mit ausgedruck-
ten Analysenreports, wie sie in
Abbildung 3 dargestellt sind, ver-
mieden und zusitzlich noch Zeit
gespart werden.

Fazit

Datenmanagement und -integritit
bieten dem Anwender im kontrol-
lierten Umfeld die notige Sicher-
heit, behordlichen Regularien voll
zu entsprechen. Die Report-Set-
Funktion der LabSolutions DB/
CS unterstiitzt die Datenintegritit
und vereinfacht drastisch die
Arbeitsabliufe in Laboratorien.

Literatur
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Hinter den Kulissen

Anwender iiber das CLAM-2000

Video-Dreh zum CLAM-2000

eit seiner Markteinfuhrung
S auf der Analytica-Messe

2016 in Munchen hat sich
das CLAM-2000 als Wirbelwind
auf den Fachveranstaltungen wie
MSACL oder EuroMedLab erwie-
sen. Das System revolutioniert die
klinische Routine-Analytik, indem
es den Gebrauch von LC-MS/MS-
Systemen in diesem Bereich er-
leichtert.

CLAM-2000 (Clinical Laboratory
Automated sample preparation
Module) automatisiert die Proben-
vorbereitung von Blut oder ande-
ren biologischen Proben vor der
LC-MS-Analyse. Es wurde fiir
Kunden entwickelt, die Proben in
pharmazeutischen und medizini-
schen Bereichen oder in biologi-
schen Analyselabors bearbeiten,
die einer fehleranfilligen Proben-
vorbereitung oder einem Infek-
tionsrisiko unterliegen.

Im September 2016 hatte das
CLAM-2000 sein Debiit in einem
privatwirtschaftlichen Labor in
Koéln. Nach einjahrigem Einsatz in
weiteren Labors in ganz Europa
liegen nun Anwendererfahrungen

vor, wie das CLAM-2000 die Welt
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der klinischen Analysatoren mit
der Technologie der LC-MS/MS-
Flussigchromatographie gekoppelt
an ein Massenspektrometer ver-

bindet.

Shimadzu hat eine lange Erfah-
rung in der Herstellung klinischer
Analysatoren, die als OEM-Ver-
sionen durch andere namhafte
Anbieter vermarktet werden, wie
die Werfen-Gruppe, Sekisui und
Abbott. Gleichzeitig gelang
Shimadzu durch die Einfihrung
der ultraschnellen Technologien
verbunden mit Empfindlichkeit
und Stabilitit ein wichtiger
Durchbruch im LC-MS/MS-
Markt fur hoch anspruchsvolle
Anwendungen wie die therapeuti-
sche Medikamententiberwachung
im Vollblut oder im Plasma. Der
Vorteil in der Verkniipfung der
Technologien beider Geschifts-
felder liegt darin den Zugang zur
LC-MS/MS im klinischen Bereich
zu vereinfachen und wird beson-
ders durch einen Liickenschluss
verdeutlicht: die Probenaufberei-
tung vor der LC-MS-Analyse,
denn sie ist die Haupteinschrin-
kung beim Vordringen in die
Massenspektrometrie.

Blick hinter die Kulissen bei
innovativen Wissenschaftlern
und Forschern

Im August 2017 besuchte ein
Video-Team einige Labore in
Deutschland, Frankreich und
Italien, um Anwendererfahrungen
beztiglich der Arbeit mit einem
CLAM-2000 zu sammeln. Dazu
zihlen Anwendungen in Univer-
sititskliniken, Priifung und Vali-
dierung in klinischen Laborberei-
chen, toxikologischer Analytik
und privatwirtschaftlichen Labo-
ren. Innovative Wissenschaftler
und Forscher geben Einblicke in
ihre tiglichen Routineanwendun-
gen mit dem CLAM-2000.

Prof. Franck Saint-Marcoux, Uni-
versititsprofessor fiir Toxikologie
an der Universitit im franzosi-
schen Limoges, bezeichnet die
automatisierte Probenaufbereitung
des CLAM-2000 als eine Revolu-
tion. Thr Hauptvorteil besteht in
der Beschleunigung des Proben-
durchsatzes: CLAM-2000 lasst
sich vollstindig programmieren,
was den Erklirungsbedarf unter-
einander bei Personal oder Fach-
kriften stark vermindert. ,Ein
globaler Einsatz der LC-MS/MS
stellt somit kein Problem mehr
dar®, sagt er.

L CLAM-2000 ist eine Art Fire-&-
Forget-System: Es macht die ge-
samte Arbeit fiir Sie“, erklirt Dr.
Lars Kroner, Abteilung fiir Toxi-
kologie im Kolner Labor Dr.
Wisplinghoff. Das Unternehmen
ist auf einen Rundum-Service in
der klinischen Toxikologie und
klinischen Analytik fir verschie-
dene Erkrankungen spezialisiert.
Das Labor arbeitet fiir mehr als
40 Krankenhiuser und setzt das
CLAM-2000 insbesondere fiir die
taglich 50 bis 100 anfallenden
Notfallproben ein. Somit miissen
die Sequenzen mit bis zu pro Tag
1.000 Hochdurchsatzproben nicht
unterbrochen werden. Dr. Kroner
sieht einen der Hauptvorteile des
Systems darin, dass es die Pro-
grammierung und somit den

AKTUELLES

Einsatz von hauseigenen Metho-
den erlaubt. , Wir konnen alle
Methoden anderer Systeme auf
das CLAM-System tbertragen.
Das Abdndern von Parametern
einer Methode ist einfach, da wir
alle Programmierarbeiten selbst
durchfihren konnen.“

Fur die klinische Forschungsabtei-
lung in der Universitatsklinik
Gottingen erweist sich das
CLAM-2000 als ideales Werkzeug
zur Probenmessung, auch fiir An-
wenderpersonal ohne spezifische
chromatographische und massen-
spektrometrische Erfahrung. Das
CLAM-2000 wird per VPN (Vir-
tual Private Network) kontrol-
liert, was eine Methodenentwick-
lung auch aus der Ferne ermog-
licht. Der Abteilungsleiter Dr.
Frank Streit sagt, dass ,,Genauig-
keit und Prazision bei der Bestim-
mung der Analyte besser ist als
beim Einsatz eines LC-MS-Sys-
tem und einer Offline-Probenauf-
bereitung.“

Auch Prof. Paolo Brambilla,
Leiter des Labors fiir klinische
Chemie im DESIO-Krankenhaus
in Mailand, Italien, schitzt die
hohere Genauigkeit, insbesondere
bei niedrigeren Konzentrationen,
und die gesteigerte Empfindlich-
keit. Nach seiner Erfahrung ver-
hindert ein CLAM-2000 zahlrei-
che Interferenzen: ,Das System ist
genau das, was wir in der klini-
schen Analyse brauchen.”

Die kurzen und kompletten
Expertenbewertungen zum
CLAM-2000 sind iiber den
QR-Code zuginglich.

Weitere Informationen

=1 O] 3
zu diesem Beitrag: .E. o
| R
e www.shimadzu.eu/
clam-2000-references- E 5
customers
e www.shimadzu.eu/clam-2k
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APPLIKATION

In der Weihnachtsbackerei...

Bestimmung von Mykotoxinen in Backzutaten mittels LC-MS

rauflen dunkel und nass-
D kalt, drinnen warm und

gemiitlich, bei Kaffee oder
Tee — und selbst gebackenen Platz-
chen, ganz traditionell. So sehr
Plitzchen auch die Seele wirmen,
in ihren Zutaten kénnen unsicht-
bare Gefahren lauern: Schimmel-
pilzgifte, auch Mykotoxine ge-
nannt. Dazu gehoren neben
Getreideerzeugnissen insbesonde-
re Nisse und Mandeln, Milchpro-
dukte, Gewtirze, Obst und Kakao.
So findet man auf fettreichen,
pflanzlichen Produkten wie Niis-
sen, Mandeln sowie Mais haufig
Aflatoxine, wihrend Ochratoxin A,
Fumonisine, Deoxynivalenol und
Zearalenon oft in Getreide und
ebenfalls in Mais nachgewiesen
werden konnen.

Aber was genau sind
Mykotoxine?

Diese sekundiren Stoffwechsel-

produkte von Schimmelpilzen
haben unterschiedliche chemische

16
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Strukturen, man kann sie weder
sehen noch riechen. Sie sind weit-
gehend hitzestabil und werden
daher beim Braten, Kochen oder
Backen nicht zerstort. Sie konnen
beim Menschen zu unterschiedli-
chen Erkrankungen fiihren, den
sogenannten Mykotoxikosen — im
Unterschied zu Mykosen, das
heiflt Krankheiten, die durch Pilze
selbst ausgelost werden. Aufler-
dem begtinstigen Mykotoxine die
Entstehung von Krebs, schidigen
Nieren- und Leber, beeintrachti-
gen das Immunsystem oder verur-

sachen Durchfall und Erbrechen.

Mykotoxine stellen neben den
Antibiotika die zweite grofie von
Mikroorganismen synthetisierte
Wirkstoffgruppe dar. Ebenso wie
Antibiotika-bildende Mikroorga-
nismen, sind Mykotoxin-bildende
Schimmelpilzarten weltweit ver-
breitet. Nicht zu den Mykotoxi-
nen im engeren Sinne gezahlt
werden die Giftstoffe, die in be-
stimmten hoheren Pilzen (zum

Beispiel Knollenblitterpilz) ent-
halten sind. [1]

Kontamination und Ubertragung
von Mykotoxinen

Mykotoxine entstehen meist,
wenn der Pilz besonders giinstige
Wachstumsbedingungen vorfindet,
wie zum Beispiel feucht-warme
Witterungsbedingungen. Es wird
dabei in Primir- und Sekundar-
kontamination unterschieden.
Primirkontamination ist der

direkte Befall der Pflanze auf dem

Feld mit sogenannten Feldpilzen
(Fusarien). Dieser fiithrt zu Pflan-
zenkrankheiten und zu einem
geringeren Ernteertrag. Unglins-
tige Lagerung kann ebenfalls zu
Schimmelpilzbefall durch Lager-
pilze (Aspergillus- und Penicil-
lium-Arten) fithren.

Von Sekundirkontamination
spricht man hingegen, wenn das
schon fertiggestellte Lebensmittel
durch falsche oder zu lange La-
gerung verschimmelt. Dies ist
durch den bekannten Schimmel-
rasen leicht erkennbar.

Mykotoxine konnen aber auch
durch Ubertragung (Carry-Over)
in unsere Lebensmittel gelangen.
Noutztiere nehmen mit Mykoto-
xinen verunreinigte Futtermittel
auf, die so (teilweise in metaboli-
sierter Form) in die vom Tier
stammenden Lebensmittel wie
zum Beispiel Fleisch, Eier und
Milchprodukte gelangen konnen.

Ratselhaftes Truthahn- und
Forellensterben

Fiir die Mykotoxinforschung war
das Jahr 1960 von zentraler Bedeu-
tung. In diesem Jahr verendeten
in England 100.000 junge Trut-
hihne und in den USA 1 Million
junger Forellen an der mysterio-
sen , Turkey X Disease Als Aus-
16ser fur dieses Massensterben
konnte die Verfiitterung von Erd-
nusspressrickstanden identifiziert
werden, die aus der Verarbeitung
von verschimmelten Erdniissen
stammten. Der gewachsene

Schimmelpilz Aspergillus flavus

Abbildung 1: Shimadzu Nexera X2 mit LCMS-8060
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Abbildung 2: Kalibrationskurven der Aflatoxine B1 und B2 sowie G1 und G2, Konzentrationsbereich 0,1 pg/kg fiir B1 und G1 bzw. 0,2 pg/kg fiir B2 und G2 - 20 ug/kg

hatte bis dahin unbekannte Myko-
toxine in hoher Konzentration
gebildet, die sogenannten Aflato-
xine. [2]

Gute landwirtschaftliche
Praxis, gute Herstellungspraxis,
Grenzwerte

Da mit Mykotoxinen belastete
Futter- und Lebensmittel nicht
mehr aufgereinigt werden kénnen
und dementsprechend nicht ver-
wendet werden sollten, gilt es, den
Pilzbefall und damit das Verschim-

meln von vornherein zu verhin-
dern — durch Einhaltung einer
guten landwirtschaftlichen Praxis
sowie einer guten Herstellungs-
praxis. Der Endverbraucher sollte
darauf achten, dass die Lebens-
mittel trocken und kiihl gelagert
werden; verfirbte Niisse mit
unangenehmem Geruch sollten
nicht mehr verzehrt werden. Oft
hilft das Abschneiden der ver-
schimmelten Bereiche des betrof-
fenen Lebensmittels nicht, da der
Pilz sich schon unsichtbar ausge-
breitet hat. Im Zweifel sollte ange-

schimmelte Ware nicht mehr ver-
zehrt werden.

Aufgrund der Gefahr, die von
Mykotoxinen ausgeht, sind in der
Europiischen Union und in vielen
anderen Lindern Grenzwerte fest-
gesetzt. In der Europaischen Un-
ion erfolgt dies durch Verordnun-
gen der EU-Kommission zur
Festsetzung der Hochstgehalte fiir
bestimmte Kontaminanten in
Lebensmitteln (Verordnung (EG)
Nr. 1881/2006 und Ergidnzungen).
[3] So gelten fur Aflatoxine in

Niissen zum Beispiel Hochstge-
halte von 2 pg fir Aflatoxin B1 je
kg sowie 4 pg fir die Summe der
Aflatoxine B und G je kg oder

50 pg Zearalenon pro kg in Brot,
Backwaren, Keksen.

Es ist also wiinschenswert mog-
lichst viele der zu kontrollieren-
den Mykotoxine mit nur einer
Analysenmethode bestimmen zu
konnen, unabhingig von Konzen-
trationsbereich und Probenmatrix.

»

probe 1 Probe 2 Probe3 Probe4 Probe5 Probe6 Probe 7 Pro_be 8 Pro.be 9 Prol_)e 10 Prol.)e 11 Pr(.:be 12 Prt_)be 13 Probe 14 Probe 15 Probe 16
Mandel Mandel Walnuss Walnuss  Erdnuss Haselnuss Cashew Weizen-  Weizen- Weizen- Weizen-  Dinkel-  Dinkel- Hafer- Hafer- Hafer-
mehl mehl mehl mehl mehl mehl flocken  flocken  flocken
Aflatoxin B1 <L0Q 0,31 - - 1,65 <10Q - - - - - - . -
Aflatoxin B2 - -- - - - 0,46 - = = = = o - - - -
Aflatoxin G1 - - <L0Q <LoQ 2,74 - - - - - - . -
Aflatoxin G2 - - - - - = = = - - - - -~ - - _
Summe Aflatoxine - 0,31 - - 4,85 - - - - - - - -
Ochratoxin A -- -- -- -- - -- -- -- -- 6,77 -- 0,64 -- < LoQ 0,14 < L0Q
Fumosinin B1 -- -- - -- -- - -- - - - - - -
Fumosinin B2 -- -- - - - -- = == - = - - - - - -
HT-2 Toxin - - - - - - <1oQ <10Q - - - 9,80 24,59 6,01
T-2 Toxin -- -- -- -- - 2,39 -- -- -- -- -- -- 5,70 3,32 23,05 2,80
Zearalenon - - - - < L0Q < L0Q < L0Q 6,35 - < L0Q - < L0Q < L0Q < L0Q

Tabelie 1: Mess-Ergebnisse
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Abbildung 3: Mykotoxine in einer Haselnussprobe

Die Analyse solcher Multianalyt-
Proben wird durch den zunehmen-
den Gebrauch von Flussig-Chroma-
tographie, gekoppelt an ein Triple-
Quadrupol-Massenspektrometer
(LC-MS/ MS) erleichtert.

Empfindlicher Nachweis von
Mycotoxinen mittels LC-MS

Das folgende Applikationsbeispiel
zeigt ein Verfahren mit dem fast

alle relevanten Mykotoxine fiir
Backzutaten mit nur einer Metho-
de bestimmt werden konnen.

(Fir das Deoxynivalenol miisste
man aufgrund der Polaritit des
Molekiils zu einer modifizierten
Extraktionsmethode greifen.)

Die Probenvorbereitung wurde
mit einem simplen ,,catch-and-
release“ Verfahren mittels Fest-
phasenextraktion (SPE, solid

phase extraction) durchgefiihrt.
Finf Gramm der gemahlenen
Probe (Niisse, Mandeln, Mehl
etc.) wurden mit 20 ml eines
Wasser-Acetonitril-Gemischs
(50/50 v/v) versetzt und fiinf Mi-
nuten im Ultraschallbad behan-
delt. Danach wurde die Probe fiir
weitere 30 Minuten bei Raumtem-
peratur geschiittelt, bevor nach
Zentrifugation ein Teil des Uber-
stands weiterverarbeitet wurde.

Der Uberstand wurde mit Wasser
verdtinnt und nach entsprechen-
der Konditionierung der Fest-
phasensiulchen (ISOLUTE®
Myco, Biotage, Cardiff, UK) in
diese iiberfiihrt, gewaschen und
mit Losungsmittel eluiert. Das
Eluat wurde bis zur Trockene
eingedampft und mit 300 pl einer
20 % Acetonitril/ Methanol

+0,1 % Ameisensiure-Losung
rekonstituiert. Bevor die Probe

in das LC-MS/MS System injiziert
wird, empfiehlt es sich, diese noch
durch ein Filtervial (0,45 pm
PTFE) zu filtrieren.

Fiur die Analytik der extrahierten
Proben wurde ein Nexera X2

UHPLC-System verwendet, ge-
koppelt an ein LCMS-8060 Triple
Quadrupol Massenspektrometer
(beide Shimadzu, Abb. 1, Seite 16).

Die LC-Konditionen wurden von
einer bereits beschriebenen Metho-
de iibernommen. [4] Eine detail-
lierte Beschreibung der Methode
kann mit Hilfe des QR-Codes am
Ende des Artikels heruntergeladen
werden. Im Fall der beschriebenen
Messungen wurde eine Mastro
C18 Chromatographie-Siule
gewahlt (150 x 2,1 mm, 3 pm,
Shimadzu GLC Ltd.), die auf-
grund ihres inneren Aufbaus
(Abbildung 6) auch bei chelat-
bildenden Substanzen wie zum
Beispiel Fumonisinen noch exzel-
lente Peakschirfen liefert.

Mit Hilfe der beschriebenen Me-
thode konnten fiir alle analysier-
ten Mykotoxine problemlos die in
der EU-Verordnung geforderten
Grenzwerte eingehalten werden.
Abbildung 2 (Seite 17) zeigt ex-
emplarisch die Kalibrationskurven
der Aflatoxine B1 und B2 sowie
G1 und G2 extrahiert aus gemah-
lenen Mandeln.
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die gleiche Sensitivitat aufweist.

Abbildung 4: Die Abbildung zeigt MRM-Chromatogramme fiir Aflatoxin B1,
aufgenommen mit den gebréauchlichen 2 Fragmentionen und verglichen mit einer
Methode mit hherer Anzahl (11) an Fragmentionen, die ungeachtet dieser Tatsache
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Analyse von Realproben

Es wurden 16 handelsiibliche Pro-
ben verschiedener Backzutaten
(Weizenmehl, Dinkelmehl, Hafer-
flocken, Mandel, Haselnuss, Erd-
nuss, Walnuss, Cashew) aus ver-
schiedenen ortlichen Geschiften
auf die gingigen Mykotoxine un-
tersucht. In einigen Proben konn-
ten Mykotoxine nachgewiesen
werden (Tabelle 1, Seite 17; Abbil-
dung 3, Seite 18). In zwei Proben
wurden sogar die von der Euro-
paischen Union empfohlenen
Hochstmengen fiir einzelne
Mykotoxine tiberschritten.

Zusitzlich wurde fiir die Analytik
der sogenannte ,MRM Spektrum
Mode“ angewendet. Hier werden
nicht, wie sonst iiblich, nur die
Fragmente des Quantifiers und der
Qualifier bestimmt, sondern eine
hohere Nummer (typischerweise
6-10) an MRM-Fragmentionen.
Bei Anwendung dieses MRM-
Spektrum-Modus kombiniert man
die konventionelle MRM-Quanti-
fizierung mit der Erzeugung eines
hochwertigen MRM-Produktio-
nenspektrums, das in der Routine
zur Bibliothekssuche verwendet
werden kann und somit Spezifitit
und Verifikation der Ergebnisse
erhoht (Abbildungen 4 und 5).

Fazit

Fiir die Sicherheit der Lebensmit-
tel ist zunichst der Hersteller ver-
antwortlich, der durch Eigenkon-
trollen sicherstellen muss, dass
von dem hergestellten Lebensmit-
tel keine negativen Auswirkungen
auf die Gesundheit des Verbrau-
chers ausgehen [3]. Um dies und
die Einhaltung der Hochstgehalte

fiir bestimmte Kontaminanten zu

APPLIKATION
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gewihrleisten, sind schnelle und
empfindliche Multianalyt-Metho-
den fiir die Lebensmittelanalytik
unumginglich. Das beginnt bereits
mit der Uberwachung der Roh-
materialien und sollte dazu beitra-
gen, dass kontaminierte Lebens-
mittel gar nicht erst in den Handel
gelangen.

Dennoch konnten bei den unter-
suchten Proben einige, nahezu
unvermeidbare Kontaminationen
mit Mykotoxinen deutlich nachge-
wiesen werden. Dabei tiberschrit-
ten zwei Proben sogar die gelten-
den EU-Grenzwerte fiir einzelne
Mykotoxine.

Trotz dieser Ausnahmen sollte
sich niemand die Freude am Back-
en und Verzehr eigener Plitzchen
nehmen lassen — bei tibermifligem
Verzehr droht die gesundheitliche
Gefihrdung dann wohl eher durch
Gewichtszunahme!
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Abbildung 6: Struktur der Mastro™-Saule

Weitere Informationen

zu diesem Beitrag:

o Application note:
Multi-Residue Analysis
of 18 Regulated Myco-
toxins by LC/MS/MS
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Abbildung 1a: Chromatogramm der originalen USP-Methode fiir Acetaminophen
(0,01 mg/ml). Verwendete Saule: (a) Shim-pack GIS C18 (250 x 4,0 mm; 10 pm).

Abbildung 1b: Chromatogramm der beschleunigten USP-Methode fiir Acetaminophen
(0,01 mg/ml). Verwendete Saule: (b) Shim-pack GIS C18 (100 x 3,0 mm; 3 pm).

nalysen mit hohem Durch-
A satz sind in den letzten

Jahren sehr wichtig gewor-
den, um die Produktivitit und
Effizienz in Laboratorien zu stei-
gern. Gerade in der Pharmaindus-
trie sind schnelle Methoden von
Vorteil, da diese Branche vielen
Herausforderungen gegeniiber-
steht: Sparmafinahmen im euro-
paischen und amerikanischen
Gesundheitswesen begrenzen das
Wachstumspotenzial und Ertrags-
moglichkeiten. Die Entwicklung
neuer Medikamente wird immer
schwieriger und kostspieliger. [1, 2]

Aus diesen Griinden ist es wich-
tig, die Kosten auf anderem Wege
zu senken, zum Beispiel dadurch,
dass Analysen moglichst schnell
und dabei auch giinstiger durchge-
fuhrt werden. Das gelingt in der
Flussigchromatographie (LC) mit
der Wahl einer kleineren Siule.
Dies wurde an Beispielen aus dem

Klein, aber oho!

Kleine Saulen beschleunigen
konventionelle USP-Methoden fiir
Medikamente und sparen Losemittel,

Zeit und Geld

amtlichen Arzneibuch der Verei-
nigten Staaten von Amerika (Uni-
ted States Pharmacopeia, USP)
untersucht. Das Arzneibuch bein-
haltet allgemeine Kapitel zu Tests
sowie einzelne Monographien.
Eine Monographie besteht aus
Tests zu Wirkstoffen und Spe-
zifikationen.

Vor allem das Kapitel Chromato-
graphie <621> [3] (USP 621) steht
hier im Vordergrund, da das Arz-

PartikelgroBe (dp)
Saulenlénge (L)

Konstantes L/dp Verhaltnis oder theoretische Bodenzahl:
-25 bis + 50 %

Saulen ID (dc)

Jeder beliebige, solange die lineare Geschwindigkeit
konstant bleibt

Flussrate

Kombination* von dp und dc: + 50 %

Injektionsvolumen

Kann variiert werden, muss aber (ibereinstimmen mit
Prazision und Detektionslimits

Saulentemperatur +10°C

Tabelle 1: Erlaubte Verdnderungsbereiche der LC-Parameter in Ubereinstimmung mit USP <621>

*Fy = F1 x [(dcz? x dp1)/(dcs? x dpp)] - F1 und F; sind die Flussraten der originalen und der

modifizierten Methode; dcy und dc; sind die entsprechenden Saulendurchmesser; dcy und dc;

die PartikelgroBen.

Methode Acetaminophen, Glibenclamid Ibuprofen

Instrument LC-2040C 3D (Shimadzu) Nexera X2 (Shimadzu)
Detektion PDA: D2 bei 190 - 350 nm SPD-M30A bei 254 nm
Ofentemperatur 40 °C 40 °C

Tabelle 2: Verwendete Instrumente mit Parametern

20

neibuch hier fiir die Nutzung klei-
nerer Saulendimensionen ange-
passt wurde und nun eine Verin-
derung der HPLC- und GC-Para-
meter zu einem gewissen Grade
erlaubt, um schnellere Methoden
zu ermoglichen.

Kapitel USP <621> fokussiert
Chromatographie

Das Kapitel <621> der USP ist ein
generelles Kapitel und beinhaltet
Informationen zu allen Arten von
Chromatographie, wie Gas-,
Diinnschicht-, Papier- und Flissig-

Chromatographie. Die Prinzipien
der Chromatographie inklusive
der Grundlagen sowie der ver-
wendeten Gerite und Vorgehens-
weisen fur die Analysen sind dort
aufgefithrt. Zudem sind alle wich-
tigen Parameter erldutert, die bei
der Auswertung eines Chromato-
gramms wichtig sind.

Diese USP-Applikationsparameter
wie beispielsweise die Retentions-
zeit, die Auflosung oder die
Bodenzahl haben einen gewissen
Soll-Wert, den Applikationen
erfiillen miissen, die von der Ori-
ginalmethode abgeidndert wurden.
In Tabelle 1 sind die Parameter
gezeigt, welche — bezogen auf
USP <621> — geindert werden
diirfen. Zusitzlich sind die erlaub-
ten Bereiche innerhalb dieser LC
Parameter aufgelistet.

Im Folgenden wurden isokrati-
sche, konventionelle Analysen von
verschiedenen Arzneimitteln unter
Einhaltung der erlaubten Anpas-
sungskriterien der USP modifi-

Shimadzu Nexera X2 SPD-M30A
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Abbildung 3a: Chromatogramm der originalen USP-Methode fiir Ibuprofen (Peak 1)
(12 mg/ml). Verwendete Séaule: (a) Shim-pack GIST C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Peak 2:
Valerophenon (0,35 mg/ml), Peak 3: 4 Isobutylacetophenon (0,012 mg/ml).

Abbildung 3b: Chromatogramm der beschleunigten USP-Methode fiir Ibuprofen (Peak 1)
(12 mg/ml). Verwendete Séaule: (b) Shim-pack GIST C18 (100 x 2,1 mm; 2 pm). Peak 2:
Valerophenon (0,35 mg/ml), Peak 3: 4 Isobutylacetophenon (0,012 mg/ml).
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Progesteron (0,2 mg/ml).

Abbildung 4a: Chromatogramm der originalen USP-Methode fiir Glibenclamid (Peak 1)
(0,44 mg/ml). Verwendete Saule: (a) Shim-pack GIST C8 (250 x 4,6 mm; 5 pm). Peak 2:

Abbildung 4b: Chromatogramm der beschleunigten USP Methode fiir Glibenclamid (Peak 1)
(0,44 mg/ml). Verwendete Saule: (b) Shim-pack GIST C8 (100 x 2,1 mm; 2 pm). Peak 2:

Progesteron (0,2 mg/ml).

ziert. Wie im Beispiel gezeigt,
konnten dadurch die Untersu-
chungen von Acetaminophen,
Ibuprofen und Glibenclamid in
deutlich geringerer Zeit durchge-
fuhrt werden als in der Monogra-
phie beschrieben.

Vorteil kiirzerer Analysezeiten -
erzielt mit kleineren Dimensio-
nen der Saulen

Durch das Ersetzen von Standard-
sdulen (250 oder 150 x 4,6 mm)
gegen kleinere Aquivalente (zum
Beispiel 100 x 3 mm) gepackt mit
2 - 3 pm anstatt 5 pm Partikelgro-
flen, treten verschiedene Effekte
auf: Die Effizienz der Trennleis-
tung steigt, resultierend in schma-
leren Signalen und die Analyten
eluieren schneller von der Siule.
Gleichzeitig muss die Flussrate
verringert werden, da sonst der
Druckanstieg im System zu hoch
wire. Dadurch erhilt der Anwen-
der zwei Verbesserungen: Eine
wesentlich geringere Analysenzeit,
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wodurch ein hoherer Proben-
durchsatz beziehungsweise eine
hohere Auslastung des Gerits
erzielt werden kann, und zudem
noch einen niedrigeren Verbrauch
an Losemitteln. Mit der Ersparnis
an Zeit und Laufmittel bietet das
Herunterskalieren gleich zwei
Vorteile, die wiederum den finan-
ziellen Aufwand stark reduzieren.

Anpassung von
USP-Methoden innerhalb
der Richtlinien

Die erlaubten Bereiche, innerhalb
derer die analytischen Bedingun-
gen modifiziert werden diirfen,
sind im USP Kapitel <621> Chro-
matographie zu finden. Durch das
Andern der analytischen Bedin-
gungen innerhalb der Richtlinien
kann die Analysenzeit signifikant
verkiirzt werden. Dabei wird die
kiirzere Siule mit dem kleineren
inneren Durchmesser gewahlt und
die Flussrate entsprechend verrin-
gert, damit die lineare Geschwin-

digkeit beibehalten wird. Um die
Auflésung der Trennung zu be-
wahren, diirfen die Linge und die
Partikelgrofle der Saule modifi-
ziert werden, solange das Verhilt-
nis der Siulenlinge (L) zur Parti-
kelgrofle (dp) in dem spezifizier-
ten Bereich bleibt (erlaubter
Bereich: - 25 % bis + 50 %).

Analysenzeit verkiirzen

Es wurden verschiedene Arznei-
mittel untersucht, welche durch in
der USP beschriebene LC-Metho-
den bestimmt werden konnen.
Die originalen Methoden wurden
durch die Verwendung kleinerer
Siulen und geringerer Flussraten
entsprechend der USP Richtlinien
modifiziert. Alle Analysen wur-
den unter isokratischen Beding-
ungen gemessen.

Verwendete Arzneimittel

Um die Beschleunigung der kon-
ventionellen Methoden im Arznei-

buch zu demonstrieren, wurden
drei verschiedene Analysen von
Medikamenten gewahlt:

¢ Acetaminophen, besser bekannt
unter dem Namen Paracetamol,
ist ein Medikament um Fieber
und Schmerzen zu behandeln. [4]

e Ibuprofen ist ein nicht-steroida-
les Antirheumatikum. Der Arz-
neistoff wird verwendet, um
Fieber, Entziindungen und
Schmerzen zu lindern. [5] »
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Acetaminophen

Ibuprofen

Glibenclamid

Saule konventionell Shim-pack GIS C18 (250 x 4 mm, 10 ym) | Shim-pack GIST C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) | Shim-pack GIST C8 (250 x 4,6 mm, 5 ym)
beschleunigt Shim-pack GIS C18 (100 x 3 mm, 3 pm) Shim-pack GIST C18 (100 x 2,1 mm, 2 ym) | Shim-pack GIST C8 (100 x 2,1 mm, 2 ym)
Mobile Phase A: Methanol; B: Wasser; A/B = 1/3 v/v A: 1 % Chloressigsaure Losung; pH 3,0; A: 2,6 g Ammoniumdihydrogenphosphat
eingestellt mit Ammoniumhydroxid, in Wasser/Acetonitril = 450/550 ml
B: Acetonitril; A/B = 40/60
Flussrate konventionell 1,5 ml/min 2,0 ml/min 2,0 ml/min
beschleunigt 0,5 ml/min 0,6 ml/min 0,5 ml/min
Injektionsvolumina konventionell 10 pl 5 pl 10 pl
beschleunigt 5pl 1pl 1pl

Konzentrationen

Acetaminophen (0,01 mg/ml)

Ibuprofen (12 mg/ml),
Valerophenon (0,35 mg/ml),
4-Isobutylacetophenon (0,012 mg/ml)

Glibenclamid (0,44 mg/ml),
Progesteron (0,2 mg/ml)

Tabelle 3: Verwendete Saulen und Methodenparameter

¢ Glibenclamid wirkt als Antidia-
betikum. Der Wirkstoff gehort
chemisch gesehen zu der Grup-
pe der Sulfonylharnstoffe. Die
blutzuckersenkende Wirkung
beruht auf der erhohten Insulin-
freisetzung aus der Bauch-
speicheldriise. [6]

Messparameter und
Methoden

Die Messparameter sowie Metho-
den sind in Tabelle 2 (Seite 20)
und 3 dargestellt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse sind in den Abbil-
dungen 1 bis 4 sowie in Tabelle 4
gezeigt. Diese verdeutlichen die
kiirzeren Retentionszeiten. Die
originalen USP-Methoden konn-
ten durch das Verindern der
Linge, des Innendurchmessers
und der Partikelgrofle der Siulen
stark beschleunigt werden. Dabei
wurde die Flussrate so angepasst,
dass die lineare Geschwindigkeit
immer konstant war. Die Reten-
tionszeiten wurden dadurch ver-
kiirzt, so dass eine Zeitersparnis
von 77 % im Falle von Acetami-
nophen, eine Ersparnis von 67 %
bei der Analyse von Ibuprofen
und von 61 % bei Glibenclamid
erhalten wurden. Auch der Lose-
mittelverbrauch der drei Analysen
wurde erheblich reduziert mit

67 % bei Acetaminophen, 70 %
bei Ibuprofen und 75 % bei Gli-
benclamid.

Fazit

Die USP-Methoden von Acetami-
nophen, Ibuprofen und Glibencla-
mid konnten durch die Verwen-
dung kleinerer Siulen wesentlich
verbessert werden, verglichen mit
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den originalen USP-Methoden.
Alle Analysenzeiten sind kiirzer
und der Losemittelverbrauch
reduziert. Damit einhergehend
werden die Kosten pro Analyse
erheblich verringert. Der Metho-
dentransfer von grofleren Siulen
hin zu kleinen Siulen bietet insge-
samt sehr viele Vorteile, ganz nach
dem Motto: Klein, aber oho!

Literatur

[1] Gehrke, von Haaren-Giebel,
Branchenanalyse Pharmaindustrie, Study
305, Dezember 2015.

[2] Dohrmann, M., Biecheler, P., Hosseini,

M., Nyctelius, H. (2012): Pharma’s fight for
profit-ability. Lifecycle-based operating
models.

[3] United States Pharmacopeia (USP) 39,
<621> Chromatography, August 2016.

[4] Anderson B.J. Paracetamol (Acetamino-
phen): mechanisms of action. Paediatr
Anaesth, 2008, 18(10), 915-21.

[5] Melzer, M.: Ibuprofen: Wirkung,
Anwendung, Nebenwirkungen.
Apotheken Umschau 2017.

[6] Davidson J.A., Scheen A.J.;
Howlett H.C. Tolerability | =
profile of metformin/ 4
glibenclamide combination
tablets (Glucovance):

a new treatment for the
management of type 2
diabetes mellitus. -
Drug Saf, 2004, 27(15),
1205-16.

Shimadzu LC-2040C 3D

Acetaminophen Ibuprofen Glibenclamid
tg Schnelle Methode 0,7 min 1,6 min 1,9 min
tg Originale Methode 3,1 min 4,8 min 4,9 min
Zeitersparnis 77 % 67 % 61 %
Flussrate schnelle Methode 0,5 ml/min 0,6 ml/min 0,5 ml/min
Flussrate originale Methode 1,5 ml/min 2,0 ml/min 2,0 ml/min
Eluentersparnis 67 % 70 % 75 %

Tabelle 4: Retentionszeiten und Flussraten der beschleunigten sowie der originalen USP-Methoden mit kalkulierter Ersparnis
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Alles Pappe, oder was?

Untersuchung von papierbasierenden Lebensmittelverpackungen mit
infraroter ATR-Spektroskopie

HO, o HO,
HO. 4 oMo
0 d..970 \ -0 o 0
3 oW
OH OH n

Abbildung 1: Cellobiose-Einheit aus dem
Cellulose-Polymer

er sich mit Lebensmittel-
verpackungen beschif-
tigt, kommt um einen

elementaren Bestandteil nicht
herum: Cellulose. Sie ist ein Poly-
mer, das sich aus B1,4-glycosi-
disch verkniipften Glucose-Mole-
kiilen, den Cellobiose-Einheiten
zusammensetzt (Abbildung 1) und
aus Holz gewonnen wird — ge-
meinhin bekannt als Pappe oder
Papier. Unter den Verpackungs-
materialien macht Papier den
grofiten Anteil aus. Seine Vorteile
liegen auf der Hand: es ist ein
preiswerter, nachwachsender Roh-
stoff, der sich zu Altpapier recy-
celn lisst, das wiederum als Zu-
satz bei der Produktion neuer

Verpackungen zum Einsatz
kommt.

IRTracer-100

IRTracer-100

Lebensmittelpapier wird zum
Beispiel als Einschlagpapier mit
direktem Kontakt zum Lebens-
mittel angeboten, etwa frischem
Aufschnitt oder als Hartpapier
fur Getrianke in Form von Trink-
bechern. Der Einsatzbereich lasst
sich mit folgenden Stichworten
umfassen: Bio-, To-Go-, und
Fastfood-Verpackungen. Die
Anwendung von Papierverpa-
ckungen als ,Karton® ist auf die
Umverpackungen oder trockene
Lebensmittel wie zum Beispiel
Mehl, Zucker aber auch Nudeln
oder Miisli beschrinkt.
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Papier alleine stellt keine Barriere
gegen Feuchtigkeit und Sauerstoff
dar. Pappen, die in den Lebens-
mittelverpackungen verwendet
werden, sind aus mehreren Schich-
ten aufgebaut. Dabei sind der
auflen liegenden Schicht Fullstoff
wie Kaolin (5i0,/Al,03) und Talk
(ein magnesium-haltiges Schicht-
silikat) sowie Titandioxid als
Weifipigment beigemischt. Diese
sorgen fir glatte, weifle Oberfli-
chen, die fiir Aufdrucke besser
geeignet sind, als die raue unbe-

handelte Pappschicht. [1]

ATR bestimmt Hauptkomponen-
ten der Verpackungsoberflachen

Im Folgenden wird die ATR-
FTIR-Spektroskopie genutzt, um
auf schnellem Weg die Hauptkom-
ponenten der Verpackungsober-
flichen zu bestimmen. Das Kiirzel
ATR steht fiir ,abgeschwichte
Totalreflexion® und beschreibt
das verwendete Messprinzip: IR-
Strahlung gelangt durch ein opti-
sches Element zur Probe, zum
Beispiel einen Diamantkristall. An
der Grenzschicht zwischen Probe
und ATR-Kristall wird der Grof3-
teil der einfallenden Strahlung
reflektiert, wihrend ein kleiner
Teil in die Probe eindringt und
mit ihr wechselwirkt. Die dadurch
hervorgerufene Abschwichung
der Totalreflexion wird gemessen.

Hierbei ist die Eindringtiefe der
IR-Strahlung vom Einfallwinkel
abhingig und betrigt im vorhan-
denen Versuchsaufbau ca. 2 pm.
Mehrschichtensysteme lassen sich
auf diese Weise jedoch nicht aus-
reichend untersuchen, da die
Schichten oft nur wenige Mikro-
meter dick sind und nicht vonein-
ander getrennt werden konnen.
Die IR-Mikroskopie ermoglicht
jedoch die Anfertigung von ATR-
Messungen der Schnittkante eines
Mehrschichtensystems.

Die hier gezeigten Messungen
wurden auf einem IRTracer-100

mit Diamant-ATR (Quest) durch-
gefithrt. Im Infrarot-Spektrum der
dufleren Oberfliche einer Papp-
schachtel fir Schokoriegel konnen
mehrere Komponenten identifi-

ziert werden (Abbildung 2a).

Eine erste Datenbanksuche identi-
fiziert ein Copolymer bestehend
aus Styrol- und Allylalkohol-
Monomeren. Diese sind Bestand-
teil des bunten Aufdrucks. Durch
Bildung eines Differenzspektrums
zwischen dem Spektrum der Pro-
be und dem der identifizierten
Komponente konnten auflerdem
noch Kaolin und Calciumcarbonat
identifiziert werden (Abbildung
2b bis 2d).

Um Papierverpackungen gegen
Feuchtigkeit zu stabilisieren, wer-
den sie mit PE-Schichten (Poly-
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ethylen) Uiberzogen, wodurch sich
das Anwendungsgebiet fiir Papier-
verpackungen erweitert. Beispiele
hierfir sind zum Beispiel Milch-
tiiten und Kaffeebecher. Zusitz-
lich verleiht der PE-Film der Ver-
packung eine erhohte Reififestig-
keit. Da PE jedoch durchlissig fir
CO; und O3 ist, beschrinkt sich
der Einsatz auf frische Lebensmit-
tel, die innerhalb von kurzer Zeit
verzehrt werden. [3]

Verpackung als Werbe-
und Imagetrager

Der Einsatz von Papier in Ver-
packungen kann genutzt werden,
um dessen Image zu gestalten,
aber auch das Image des Lebens-
mittels zu unterstiitzen. »

1.0+ ;
2a A22_other_material_1 —
Abs
0,5+ Box, printed, outside,
chocolate bar
0.0 T T T T T T T T T T
4.000 3.600 3.200 2.800 2.400 2.000 1.8010 1.600 1.400 1.200 1.000 800 600
cam’
1,04
2b D_Styrene_allylalcohol —
Abs
0,5  Styrene/Allyl alcohol copolymer
(hydroxyl content 5.4 -6.0 %)
DuraSamplellR-Il
0.0 T T T T T T T T T T
4.000 3.600 3.200 2.800 2.400 2.000 1.8010 1.600 1.400 1.200 1.000 800 600
cm”
1,04
2c D_KAOLIN2 —
Abs KAOLIN (with polyethylene,
0,5+ chlorinated/chlorine content 36 %)
DuraSamplelIR-II
0,05 T T T T T T T T T T
4.000 3.600 3.200 2.800 2.400 2.000 1.8010 1.600 1.400 1.200 1.000 800 600
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Abs |
0,5- l
\_ |\ |
\\_\\‘ w
0,0— — s e S SN

T T I T T T T T —
4.000 3.600 3.200 2.800 2.400 2.000 1.800 1.600 1.400 1.200 1.000 800 600
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Abbildung 2a bis 2d: Spektrum einer Pappschachtel (2a) und der darin identifizierten
Komponenten Styrol-/Allylalkohol Copolymer (2b), Kaolin (2c) und Calciumcarbonat (2d)
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So kann durch die Verwendung
von Holz aus ,verantwortungs-
vollen Quellen zum Beispiel das
FSC-Siegel erhalten werden, wel-
ches das Produkt als besonders
umweltfreundlich auszeichnet. [4]

Papier findet sich auch hiufig als
Verpackungsbestandteil qualitativ
hochwertiger Produkte wieder.
Wer ehrlich ist, muss zugeben,
dass die wenigsten unserer Kauf-
entscheidungen rational begriindet
sind; die neurologische Forschung
zeigt sogar, dass alle unsere Ent-
scheidungen emotional getrieben
sind. [5] Neben Werbetexten ha-
ben auch visuelle und haptische
Effekte einen groflen Einfluss auf
das Kaufverhalten, die zu komplex
zusammengesetzten Verpackungs-
systemen fihren.

Em-eukal

Salbei-Honig

Natiirlicher Balsam fiir Hals & Stimme

Abbildung 3: Papiertiite fiir Hustenbonbons,
deren Bestandteile mit FTIR untersucht wur-
den. [6]

FTIR analysiert mehrere
Schichten der Verpackung

Beim Betrachten einer Tute fur
Em-eukal Hustenbonbons (Abbil-
dung 3) fiel zum Beispiel auf, dass
sowohl der gelbe Bonbon als auch
der ,Em-eukal“-Schriftzug auf
der Verpackung mit einer glatten,
glinzenden Oberfliche ausgestat-
tet sind.

Eine FTIR-Analyse zeigte, dass es
sich hierbei um einen PP-Film
handelt (Polypropylen). Dartiber
hinaus ist die T{ite von innen mit
einem Ethylen-Acryl-Copoly-
merisat beschichtet, das als Haft-
vermittler oder zum Versiegeln fiir
Verpackungsfolien verwendet
wird. Zusitzlich wird auf der
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bedruckten auleren Oberfliche
der Tiite noch Nitrocellulose, ein
typischer Bestandteil von Druck-
erfarben identifiziert. Diese einfa-
che ,Papiertiite” setzt sich somit
neben der Cellulose aus drei wei-
teren Materialien zusammen, was
dem Konsumenten den Eindruck
eines hochwertigen Produkts ver-
mittelt. [3]

IR-Mikroskopie analysiert
Bestandteile

Auch die IR-Mikroskopie ermog-
licht die Analyse der Bestandteile
von Verpackungen. Hierfiir wird
das Shimadzu Infrarot-Mikroskop
AIM-9000 mit einem germanium-
basierenden ATR-Objektiv einge-
setzt, wobei das Germanium-
Kristall als optisches Element ver-
wendet wird.

Die Em-eukal-Verpackung wird
entlang ihrer Schichten aufge-
trennt, wobei neben der lila Ober-
fliche Fasern und eine Kunststoff-
folie zum Vorschein kommen.

Mit dem ATR-Kristall werden
Spektren von 100 pm? grofien
Ausschnitten der entsprechenden
Schichten aufgenommen. Das
untersuchte Objekt sowie zwel
der gemessenen Spektren sind in
Abbildung 4 dargestellt.

Zusammenfassung

Papier ist ein beliebtes Material
fir die Verpackung von Lebens-
mitteln. Viele verschiedene Mate-
rialien werden in Kombination
mit Papier eingesetzt, von denen
jedes schnell und zerstérungsfrei
mit der FTTIR-Spektroskopie iden-
tifiziert werden kann. Wie demon-
striert wurde, bestehen die Papier-
verpackungen zum Teil aus meh-
reren Schichten, eine Kombination
aus Polymerschichten, um das
Papier herum. Um die Infrastruk-
tur eines solchen Mehrschichten-
systems zu erfassen, empfiehlt
sich die Infrarot-Mikroskopie, mit
der Schichten in pm-Dicke analy-
siert werden konnen.
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AKTUELLES

Zeitsparende Methode fur
die Analyse von Bier

Voll automatisierte Derivatisierung und Quantifizierung von Glyphosat und
AMPA mit einem Standard-LC-MS/MS-System

System vereinfacht die Gly-

phosat- und AMPA-Analyse
in Bier, ohne dass ein zusitzliches
Gerit bendtigt wird, wie zum
Beispiel ein Liquid-Handling-
System zur Probenvorbereitung.
Durch Staffelung von Aufberei-
tung und LC-MS/MS-Analyse ist
die Methode sehr zeiteffizient.
Die Kalibrierkurven zeigen eine
ausgezeichnete Prizision und

E in Standard-LC-MS/MS-
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Genauigkeit, und sogar in einer
komplexen Matrix wie Bier lassen
sich Glyphosat und AMPA mit
einer Nachweisgrenze von 5 ng/
ml oder weniger bestimmen —
was unterhalb des erlaubten EU-
Riickstandslimits (maximum resi-
due levels = MRL) liegt. 60 %
aller hier tiberpriiften Bierproben
enthielten Spuren von Glyphosat,
allerdings lagen alle weit unter

dem MRL.

Einleitung

Glyphosat gehort zu den Pestizi-
den, die weltweit am weitesten
verbreitet sind. Trotz seiner Zulas-
sung durch Aufsichtsbehorden
iiberall in der Welt bestehen Be-
denken hinsichtlich seiner Schad-
lichkeit fiir Menschen und Um-
welt. [1, 2] Daher ist eine strikte
Kontrolle von Glyphosat und sei-
ner Metaboliten Aminomethyl-

phosphonsiure (AMPA) in Nah-
rungsmitteln und der Umwelt
unerlisslich.

2016, das Jahr des 500. Jubiliums
des Deutschen Reinheitsgebots fiir
Bier, erlangte Glyphosat zweifel-
haften Ruhm, da es in zahlreichen
deutschen Bieren nachgewiesen

wurde [3]. »
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AKTUELLES

e Griindlich vortexen

Protein-
fallung

© 500 pl Bier mit 500 pyl MeOH mixen

® 15 min zentrifugieren, 12.000 RPM, RT

geben
Interner
NELLE

® 75 pl der Probe in ein neues Proben-Vial

¢ 3 pl internen Standard hinzufiigen

Durchgefiihrt mit

o 5 pl TBE-Puffer hinzufiigen

OO © 15 pl FMOC hinzufiigen

~ dem Autosampler
SIL-30AC innerhalb

J Inkubation

sierung

Reaktions-

® 5 pul Ameisensaure hinzufiigen

Stop

Automatische Injektion ins LC-MS/MS-System

Abbildung 1: Arbeitsablauf der Probenaufbereitung. Die Zugabe des internen

Standards ebenso wie alle verbleibenden Derivatisierungsschritte werden vom

Autosampler erledigt.

Wihrend fir Trinkwasser und
einige Lebensmittel festgelegte
Riickstandshochstgehalte (MRL)
existieren, gibt es fir Bier keinen
zugeordneten MRL. [4] In diesem
Fall gelten die MRL der einzelnen
Bestandteile, das heiflt, die MRL
fur die zur Malzproduktion ver-
wendete Gerste (20 mg/kg) oder
fiir Hopfen (0,1 mg/kg). Diese
Werte liegen deutlich iiber dem
MRL fiir Trinkwasser (0,1 pg/l).

Voll automatisierte
Derivatisierung gefolgt von
einer LC-MS/MS-Analyse

Die Quantifizierung von Glypho-
sat und AMPA stellt eine grofle
analytische Herausforderung dar.
Beide Molekiile sind stark polar,
was keine ausreichende Retention
auf Umkehrphasensiulen zulisst.
Des Weiteren gibt es auf Grund
ihres geringen Molekulargewichts
fiir diese Molekiile nicht viele fur
die LC-MS-Analyse ausreichende
Uberginge. Zudem ist Bier eine
komplexe Matrix, die eine gute
Chromatographie erfordert.

Um der geringen Retention von
Glyphosat auf Umkehrphasen-
saulen entgegenzuwirken, gibt es
eine etablierte Methode, die einen
Derivatisierungsschritt mit 9-Flu-
orenylmethylchloroformat
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(FMOC = Fluorenylmethoxycar-
bonyl) [4] gefolgt von der LC-
MS-Analyse einschlief3t.

Eine FMOC-Derivatisierung fiithrt
zu einer verminderten Polaritit
des Analyten, wodurch eine Chro-
matographie auf einer Standard-
Umbkehrphasensiule ermoglicht
wird. Die Derivatisierung erfor-
dert einige Pipettierschritte. Sie
lassen sich manuell durchfiihren,
was miithsam und fehleranfallig
ist, oder automatisch, was meist
zusitzliche Hardware verlangt.

Dieser Beitrag beschreibt eine voll
automatisierte Derivatisierung mit
nachfolgender LC-MS/MS-Ana-
lyse von Bierproben. Der appara-
tive Aufbau benotigt keinerlei
zusitzliche Hardware zur Proben-

Injektion

von 15 Minuten inkl.

Zeit (Min) % B Flussrate Ventilposition
0,00 5 0,4 zum Abfall
2,50 zum MS
5,00 zum Abfall
7,00 50 04
7,01 95 0,6

12,00 95 0,6
12,01 5 0,6
14,00 5 0,6
14,01 5 0,4
15,00 5 0,4

Tabelle 1: UHPLC-Methode

aufbereitung, nutzt aber die inte-
grierte Vorbehandlungsfunktion
des Autosamplers.

Experiment

Probenvorbereitung

Eine Bierprobe von 500 pl wurde
mit 500 pl Methanol versetzt, um
Proteine auszufillen. Nach dem
Vortexen wurden die Proben zen-
trifugiert (15 Minuten bei 12.000 g)
und in den Autosampler gestellt,
der alle weiteren Schritte zur Pro-

benaufarbeitung voll automatisch
durchfihree.

UHPLC-Methode

Gerat: Nexera UHPLC,
Shimadzu

Siule: Gemini 5 pm C18, 150 x
2 mm

Mobile Phase:

A:2 mm NH4HCO;3, pH 9,5
B: Acetonitril

Injektions-Vol.: 50 pl
Siulentemperatur: 35 °C

MS-Bedingungen
Geriat: LCMS-8060,
Shimadzu

Tonisation: pos/neg ESI
Nebulizing gas: 3 [/min
Heating gas: 15 1/min
Drying gas: 5 1/min

Injektion

Interface-Temperatur: 325 °C
DL-Temperatur: 150 °C
Heizblock-Temperatur: 400 °C
CID-Gas: 270 kPa
Interface-Spannung: 4 kV/-3 kV

Ergebnisse und Diskussion

Methodenentwicklung
fiir die automatisierte
Derivatisierung

Das stark polare Glyphosat ist,
ebenso wie sein Abbauprodukt
AMPA, in Wasser sehr gut 16slich,
jedoch unléslich in organischen
Losungsmitteln wie Methanol,
Isopropanol oder Acetonitril. Im
Gegensatz dazu ist das unpolare
FMOC in Wasser nicht 16slich,
dafiir 16st es sich aber leicht in
organischen Losungsmitteln. Das
Zusammenbringen des Analyten
und des Derivatisierungsreagenzes
unter Bedingungen, die fiir beide
Loslichkeit zulisst, ist fiir die
gesamte Analyse von entscheiden-
der Bedeutung.

Eine Moglichkeit, dies zu errei-
chen, besteht in einer Inkubation
bei erhohter Temperatur. Diese
steigert die Loslichkeit von
FMOC in Wasser und wird daher
oft zur Analyse eingesetzt. [5] Fiir

Injektion

Derivatisierung

Derivatisierung

) A A

Derivatisierung

Abbildung 2: Verschachtelung der Probenaufbereitung und der Analyse durch einen SIL-30AC. Die Gesamtdauer pro Probe ist auf

15 Minuten reduziert.
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ein automatisiertes Vorgehen er-
fordert dies allerdings einen spe-
ziellen Geriteaufbau, der eine

beheizte Inkubation erméglicht.

Wie hier dargestellt, konnte je-
doch auch eine gute Loslichkeit
fur FMOC, Glyphosat und
AMPA in einer Lésung mit 50 %
Methanol (Daten nicht dargestellt)
erreicht werden, ohne ein Auf-
heizen der Probe im Verlauf der
Inkubation. Dies ermoglichte eine
voll automatisierte Probenauf-
arbeitung durch Anwendung der
Pretreatment-Funktion des Auto-
samplers. Der einzige manuelle
Schritt bestand darin 500 pl Bier
mit 500 pl Methanol zu mischen,
dem Vortexen der Probe und der
Zentrifugation.

Der Uberstand wurde in den
Autosampler gegeben, der alle
nachfolgend anfallenden Schritte
(Zugabe von FMOC und inter-
nem Standard, Beenden der
Reaktion) automatisch durchfiihr-
te (Abbildung 1). Die Probe
wurde nach Derivatisierung direkt
in das LC-MS/MS injiziert und
analysiert. Die bendtigte Zeit fur
alle Derivatisierungsschritte
betrug nur 15 Minuten.

Die nachfolgende Chromatogra-
phie dauerte ebenfalls 15 Minuten.
Auf Grund der sich iiberschnei-
denden Probenvorbereitungs-
funktionalitit wurde die nichste
Probe schon aufbereitet wihrend

Ergebnisse Bier
Glyphosate-FMOC AMPA-FMOC
m/z 390> 168 (-) - 2,5 ng/ml m/z 334> 156 (+) - 5 ng/ml
(x 1.000) (x 1.000)
5.390,10>168,05 (-) 2,75 3.334,00> 156,10 (+)
4,0
2,50
3,5
2,25
3,0 2,00
25- 1,75+
1,50
2,0+
1,254
1,5 1,00
i 0,75+
0,50
0,54
v"/\/\/\ R
0.0+ 0,00
T T T T T T
2,75 3,00 3,25 3,75 4,00 4,25

die vorherige Probe bereits im
LC-MS/MS analysiert wurde.
Dadurch wurde der Durchsatz
maximiert (Abbildung 2). Mit
Ausnahme der ersten und letzten
Probe lasst sich die Gesamtzeit
pro Probe fiir die automatisierte
Aufbereitung und die Analyse so
auf 15 Minuten reduzieren.

Abbildung 3 zeigt typische Chro-

matogramme fir die Quantifizie-

rungsgrenze (LOQ) des Glypho-
sat-FMOC (2,5 ng/ml) und
AMPA-FMOC (5 ng/ml) und ihre
Kalibrationskurven (Glyphosat
2,5 - 100 ng/ml; AMPA 5 - 100
ng/ml). Die Methode lisst eine
ausgezeichnete Linearitit fir
Glyphosat-FMOC (R2 = 0,9986)
und AMPA-FMOC (R? = 0,9995)
erkennen. Durch Analyse von
QC-Proben mit drei verschiede-
nen Konzentrationen (3 ng/ml,

Glyphosate-FMOC AMPA-FMOC

QC 3 ng/ml QC 15 ng/ml QC 75 ng/ml QC 3 ng/mL QC 15 ng/ml QC 75 ng/ml
Batch Konz. Genau.%| Konz. Genau.%| Konz. Genau,%| Konz. Genau.%| Konz. Genau.%| Konz.v Genau.%
A 2,60 86,5 14,89 99,3 74,14 98,9 4,76 158,5 | 1566 104,4 | 80,80 107,7
A 2,87 95,7 14,96 99,7 81,22 108,3 2,71 90,3 16,16 107,7 | 85,65 1142
A 3,41 113,5 15,14 100,99 | 77,94 103,9 3,15 1050 | 1599 1066 | 81,38 108,5
B 2,81 93,7 16,00 106,7 79,18 105,6 4,11 137,0 15,33 102,2 78,40 104,5
B 3,20 106,7 16,08 107,2 76,19 101,6 3,49 116,2 15,20 101,3 82,23 109,6
B 3,46 115,3 15,42 102,8 83,74 111,6 3,02 100,8 15,66 104,4 84,15 112,2
C 2,82 93,9 14,94 99,6 67,88 90,5 3,48 115,9 15,48 103,2 83,97 112,0
C 2,73 91,1 15,67 104,5 76,89 102,5 3,25 108,3 16,55 110,3 79,72 106,3
C 3,27 109,0 15,87 105,8 84,87 113,2 3,38 112,6 16,87 112,5 82,65 110,2
D 3,19 106,2 16,42 109,5 82,82 110,4 2,73 90,9 16,85 112,3 75,46 100,6
D 3,33 110,9 | 16,00 106,7 | 8529 113,7 3,31 110,4 | 14,35 95,7 72,06 96,1
D 3,23 107,6 17.14 114,3 84,74 113,0 3,55 118,3 15,50 103,3 75,97 101,3
Mittel. 3,08 15,71 79,57 3,41 15,80 80,20
SD 0,2915 0,6816 5,2735 0,5676 0,7306 4,0615
RSD (%)| 9,5 4,3 6,6 16,6 4,6 5.1

Extrapoliert
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15 ng/ml und 75 ng/ml) wurde
nachgewiesen, dass die Genauig-
keit der Methode sehr hoch ist.
Die relative Standardabweichung
lag unter 10 % fir alle QC aufler
dem kleinsten QC fiir AMPA-
FMOGC, der extrapoliert wurde,
da er unterhalb des LOQ lag
(Tabelle 1).

Quantitative Analyse von
40 Bierproben

Nach der erfolgreichen Entwick-
lung einer voll automatisierten
Methode wurden insgesamt 40 frei
verkiufliche Bierproben analy-
siert: 21 Bierproben gebraut nach
Pilsner Art, drei Proben Bio-Bier,
zehn Proben von anderen Bier-
sorten und sechs alkoholfreie
Bierproben oder nicht-alkoholi-
sche Biermix-Getrinke.

Alle Proben wurden doppelt in
zwei aufeinander folgenden Liu-
fen analysiert. Wihrend Glypho-
sat in 60 % aller Proben nachge-
wiesen wurde, lag sein Metabolit
AMPA in allen Proben unterhalb
des LOQ (Tabelle 2). »
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Es gibt keine Korrelation zwi-
schen den Biersorten (Pils, alko-
holfrei und andere wie Weizen-
bier) und der Glyphosat-Detek-
tion, da es Glyphosat enthaltende
Proben bei allen Biersorten gab.
Nur die drei gepriiften Bio-Biere
waren komplett frei von Glypho-
sat. Aber auch fur die positiv gete-
steten Biere lag die Menge weit
unterhalb des MRL, so dass keines
der Biere ein Gesundheitsrisiko
darstellt — zumindest hinsichtlich
des Glyphosat-Gehalts.

Schlussfolgerung

Die dargestellte Methode derivati-
siert Glyphosat und AMPA mit
FMOC voll automatisch innerhalb
von 15 Minuten. Die einzig not-
wendige, manuelle Aufarbeitung
besteht in einer Proteinfillung.
Zusitzliche Hardware wird nicht
bendtigt, da alle Vorbehandlungs-
schritte durch den Autosampler in
der Standard-LC-Konfiguration
durchgefiihrt werden.
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Glyphosat-FMOC AMPA-FMOC

ngimi  ngimi  Mittelwert s ngimi ngimi
Probe 1 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 2 8,37 8,95 8,7 0,4087 4,7 <L0Q <L0Q
Probe 3 20,85 20,28 20,6 0,4038 2,0 <L0Q <L0Q
Probe 4 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 5 6,78 6,57 6,7 0,1549 2,3 <L0Q <L0Q
Probe 6 11,34 12,08 1,7 0,5240 4,5 <L0Q <L0Q
Probe 7 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 8 8,61 9,41 9,0 0,5706 6,3 <L0Q <L0Q
Probe 9 4,74 4,63 4,7 0,0834 1,8 <L0Q <L0Q
Probe 10 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 11 10,81 12,03 11,4 0,8627 7,6 <L0Q <L0Q
Probe 12 13,95 14,65 14,3 0,4943 3,5 <L0Q <L0Q
Probe 13 33,06 27,61 30,3 3,8509 12,7 <L0Q <L0Q
Probe 14 20,29 18,68 19,5 1,1377 5,8 <L0Q <L0Q
Probe 15 25,28 22,09 23,7 2,2578 9,5 <L0Q <L0Q
Probe 16 3,23 2,93 3.1 0,2171 7,1 <L0Q <L0Q
Probe 17 3,66 3,48 3,6 0,1308 3,7 <L0Q <L0Q
Probe 18 5,25 5,65 5,4 0,2807 5,2 <L0Q <L0Q
Probe 19 2,67 2,93 2,8 0,1881 6,7 <L0Q <L0Q
Probe 20 3,87 4,39 4.1 0,3698 9,0 <L0Q <L0Q
Probe 21 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Bio-Bier
Probe 22 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 23 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 24 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 25 2,79 3,26 3,0 0,3323 11,0 <L0Q <L0Q
Probe 26 4,61 4,15 4,4 0,3260 7,4 <L0Q <L0Q
Probe 27 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 28 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 29 2,52 <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 30 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 31 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 32 8,06 7,27 7,7 0,5621 7.3 <L0Q <L0Q
Probe 33 11,19 11,57 1.4 0,2737 2,4 <L0Q <L0Q
Probe 34 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 35 4,75 4,47 4,6 0,1952 4,2 <L0Q <L0Q
Probe 36 16,05 15,71 15,9 0,2454 1,5 <L0Q <L0Q
Probe 37 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 38 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 39 <L0Q <L0Q <L0Q <L0Q
Probe 40 2,50 2,85 2,7 0,2482 9.3 <L0Q <L0Q

Tabelle 3: Analyse der Bierproben
Die Methode ist robust und zu- Literatur

verlissig, auch fiir Proben in einer

komplexen Matrix wie Bier, was
sie fir Hochdurchsatzanalysen

geeignet macht. Zudem wurde der
Durchsatz durch Einsatz der sich

tberschneidenden Probenvorbe-
handlungsfunktionalitit verdop-
pelt. Diese ermoglicht eine Pro-
benaufarbeitung, wihrend die
vorangehende Probe analysiert
wird.

[1] Conclusion on the peer review of the
pesticide risk assessment of the active
substance glyphosate, EFSA Journal,

13 (11):4302, 2015.
[2] www.dw.com/en/independent-scientists-

[4] ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-
pesticides-database/public/?event=
homepage&language=EN

[5] www.iso.org/obp/ui/#iso:std:is0:21458:ed-
T:vl:en
warn-over-monsanto-herbicide/a-
18886833

[3] www.umweltinstitut.org/fileadmin/
Mediapool/Downloads/02_Mitmach-
Aktionen/11_Rettet_das_Reinheitsgebot/
Glyphosat_Untersuchung_Umweltinstitut_
2016.pdf
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Neue Losungen fur komplexe
Probleme

Globaler Innovationsgipfel — Weltweit fiihrende Forschung trifft

Spitzentechnologie

it Wissenschaftlern und
M der akademischen Welt

zusammenzuarbeiten, um
neue Spitzentechnologien zu
entwickeln, hat bei Shimadzu eine
lange und gute Tradition. Dies hat
das Unternehmen auf seinem Weg
unterstiitzt, ein weltweit fithren-
der Hersteller von instrumenteller
Analytik und Medizintechnik zu
werden. Viele der Neuentwicklun-
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Erich
Leitner

Prof.

Assoc. Prof

Sanjeeva
Srivastava

gen fiir Wissenschaft und Wirt-
schaft sind heute Standard in gut
ausgestatteten Laboren und unter-
streichen den Unternehmens-
anspruch ,Excellence in Science.”

Um die Technologien und die fith-
rende Position zu erweitern, in-
tensiviert Shimadzu seine beste-
henden wissenschaftlichen Koope-
rationen und etabliert neue Part-

Das Innovation Center in den Vereinigten Staaten

Michelle
Mclntosh

KéVin
A. Schug

nerschaften. Ein Schritt in diese
Richtung ist der Aufbau der
Shimadzu Innovation Center, die
wissenschaftliches und technologi-
sches Knowhow zusammenfiihren
und somit einen noch kundenori-
entierteren Service ermoglichen.
Die Innovation Center gibt es
bereits in den USA, China und
Singapur. 2017 wurde das Euro-
pean Innovation Center in Duis-

) =% | SR
e ? ~

burg erdffnet. Seine europaweite,
dezentrale Struktur erlaubt, Wis-
senschaftlern und Mirkten nahe
zu sein, und unterstreicht das
Engagement Shimadzu’s, mit wis-
senschaftlichen Instituten zusam-
menzuarbeiten. »
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Das Innovation Center in der Laborwelt von Shimadzu Europa

Dadurch werden Technologie-
Entwicklungen beschleunigt, die
den Bediirfnissen der Partner ent-
gegenkommen.

,»Wir haben viele gute Wissen-
schaftler und Ingenieure. Die
Zusammenarbeit mit Wissenschaft
und Forschung erlaubt uns stetig,
herausragende Technologien,
Produkte und Services anzubie-
ten®, sagte Shuzo Maruyama,
Geschiftsfihrer Analyse- und
Messgeriate bei Shimadzu.

Weltweit hat Shimadzu viele
Millionen Dollar in Universitats-
projekte investiert, etwa das
Shimadzu ,,Center for Advanced
Analytical Chemistry“ (SCAAC)
der Universitit Texas in Arlington
(USA), das Shimadzu Analytical
Innovation Research Laboratory
der Osaka-Universitit in Japan
und das HMSTrust Analytical
Laboratory der Monash-Univer-
sitit in Australien. Mit Systemen
von Shimadzu bieten diese frei
zuganglichen, gemeinniitzigen

30

Labore nicht nur modernste For-
schung, sondern auch eine hoch-
qualifizierte Ausbildung fiir Stu-
dierende und zukiinftige Wissen-
schaftler.

Initiativen wie diese erhellen,
warum sich nahezu 40 % der
11.000 Shimadzu-Beschiftigten
und fast 50 % der Kunden in
Ubersee befinden.

Globaler Innovationsgipfel zu
Gesundheit, Lebensmittel-
sicherheit und Umweltschutz

Unabhingig von den zuvor
beschriebenen Entwicklungen hat
Shimadzu den globalen Innova-
tionsgipfel (Shimadzu Global
Innovation Summit) ins Leben
gerufen, eine multilaterale Initia-
tive im Konferenzformat mit
Meinungsfithrern (Key Opinion
Leaders), Wissenschaftlern, Inge-
nieuren und Fithrungskriften von
Shimadzu sowie zahlreichen Vor-
denkern der jingeren Generation

(Emerging Thought Leaders).

 University

Dr. Mcintosh in ihrem Labor des

Monash-Instituts fir pharmazeutische
Wissenschaften

Im Juli 2017 gaben in der
Shimadzu-Unternehmenszentrale
im japanischen Kyoto elf der
Meinungsfithrer Einblicke in ihre
Arbeit aus Medizin-, Umwelt-
und Lebensmittelforschung.

Eines der Ziele des Gipfels ver-
folgte die Zusammenarbeit unter
Forschern zu fordern, die ver-
gleichbare Techniken einsetzen,
aber selten die Gelegenheit zu
wissenschaftlichem Austausch
haben. Die vorgestellten For-
schungsthemen betrafen in erster
Linie globale Fragen zur Gesund-
heit, Lebensmittelsicherheit und
Bewahrung der Umwelt. Sie ver-
deutlichten die Wichtigkeit analy-
tischer Technologien zur Losung
dieser Probleme.

Die meisten der etwa 100 Teilneh-
mer aus 16 Lindern kamen von
Universititen oder nationalen
Forschungseinrichtungen. Die
Zahl der Teilnehmenden wurde
bewusst limitiert, um den Aus-
tausch zu erleichtern.
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Gemif der akademischen Tradi-
tion gab es Vortrige der KOLs
und Poster-Prisentationen von
Forschungsergebnissen der ETL.
Verschiedene offentliche Podi-
umsdiskussionen forderten die
Interaktion zwischen Meinungs-
fihrern und jungen Vordenkern.

,Die Konferenzen, an denen ich
teilnehme, befassen sich zumeist
mit Arzneimittelforschung, aber
kaum mit Erndhrungswissen-
schaft. Den Vortrag, den ich mir
iiber extrahierbare und austreten-
de Substanzen in Nahrungsmittel-
verpackungen auf dem Gipfel
anhorte, beschrieb die gleiche
Thematik, der wir bei pharmazeu-
tischen Produkten und Verpackun-
gen begegnen. Nach dem Vortrag
tauschte ich Visitenkarten, um
zukinftige Zusammenarbeiten

zu diskutieren®, sagte Michelle
Mclntosh, aulerordentliche Pro-
fessorin an der Monash-Universi-
tit in Melbourne, Australien.

Hoffnung fiir Wochnerinnen:
neue Behandlung der Wochen-
bettblutung

Der Vortrag von Dr. McIntosh ist
bespielhaft fiir die Hoffnungen
von Shimadzu, mit seiner Techno-
logie Losungen fiir medizinische
Herausforderungen weltweit zu
finden.

Jedes Jahr sterben 100.000 Frauen
an Wochenbettblutung (postparta-
le Blutung), die meisten von ihnen
in Entwicklungslindern. Das Mit-
tel der Wahl, um die Wochenbett-
blutung zu verhindern und zu
behandeln, ist Oxytocin, ein Medi-
kament fir nur wenige Cent.
Trotzdem ist der Zugang zu Oxy-
tocin nicht flichendeckend, da die
Lieferung und Lagerung des Medi-
kaments, ein Peptid, unter kon-
trollierter Temperatur stattfinden
muss. Auflerdem ist zur Injektion
qualifiziertes medizinisches Perso-
nal erforderlich. Fiir armere Lin-
der geht man davon aus, dass fast
90 % der Miutter der untersten Ein-
kommensgruppen zuhause entbin-
den und keinen Zugriff auf intak-
tes Oxytocin oder entsprechend
ausgebildete Fachleute haben.

Dr. McIntosh hat als eine Alterna-
tive an einer Aerosol-Darreichung
geforscht. Obwohl eine systemi-
sche Medikamentengabe tiber die
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Lungen nach wie vor eine Heraus-
forderung ist, kann die Medika-
mentenaufnahme und der Wir-
kungseintritt dem Injektionsver-
fahren entsprechen. Michelle
McIntosh untersucht daher Oxy-
tocin in Form eines Trockenpul-
vers, was die Notwendigkeit einer
gekihlten Lagerung beseitigt und
die Verabreichung des Medika-
mentes vereinfacht. Der grof§e Teil
dieser Arbeit umfasst das Verstind-
nis des Oxytocin-Abbaus, wofiir
Dr. MclIntosh eine Reihe von
Shimadzu-Systemen einsetzt.
Diese Untersuchungen schlieffen

Fluoreszenzfarbstoffen und Anti-
korpern, um Krebszellen zu at-
tackieren. Diese Konjugate wer-
den den Patienten injiziert und
binden sich an die Oberfliche von
Krebszellen. Ein NIR-Stimulus
bewirkt eine Reaktion im Farb-
stoff, die den Antikorper aktiviert.
Diese Aktivierung macht die Zell-
membran durchlissig und 16st den
Zelltod aus. NIR-PIT erzielt eine
aulerordentlich hohe Spezifitit
fir Krebszellen. Sie ist fur die kli-
nische Testphase 2 vorgesehen und
wird bald in die Zulassungsphase
ubertreten.

Dr. Schug (rechts) von der Universitat Texas in Arlington

ein, wie flissige und feste Oxyto-
cin-Varianten auf hohe Temperatu-
ren reagieren — wie sie in denjeni-
gen Gebieten vorherrschen, die
eine Aerosol-Variante am meisten
benotigen. Auf Basis dieser For-
schung fihren sie und ihr Team
nun eine klinische Testphase 2

durch.

Neue Krebstherapie, bekannt
als Nah-Infrarot-Photoimmun-
therapie (NIR-PIT)

Dr. Hisataka Kobayashi, Studien-
leiter am Krebsforschungszentrum
des staatlichen Instituts fiir Ge-
sundheit in den USA, hat eine
neue Krebstherapie entwickelt, die
als Nah-Infrarot-Photoimmun-
therapie (NIR-PIT) bekannt ist.
NIR-PIT nutzt Konjugate aus

Shimadzu Analysen Systeme un-
terstiitzen Dr. Kobayashi in seinen
Forschungsarbeiten durch die
Bereitstellung von Daten fiir die
photosynthetische Reaktion, wel-
che die Antikorper freisetzt. Der
Antikdrper muss von einer hydro-
philen in eine hydrophobe Umge-
bung wechseln, um den Zelltod
einzuleiten. Die Massenspektro-
metrie von Shimadzu wird einge-
setzt, um den chemischen Reak-
tionsmechanismus zu verstehen,
um die Lichtintensitit zu optimie-
ren und damit den zytotoxischen
Effekt zu maximieren.

Auch die jungste Shimadzu-NIR-
Technik wurde auf dem Innova-
tionsgipfel vorgestellt. Bei diesem
System wird den Patienten Indo-
cyaningriin (ICG) injiziert, eine
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Indikatorsubstanz. Der Patient
wird mit NIR-Licht bestrahlt,
damit das ICG fluoresziert und
damit der Blutfluss und die
Lymphgefifle in Echtzeit fir den
Arzt leuchten, der den chirurgi-
schen Eingriff unter Umgebungs-
licht durchfiihrt. Diese Methode
wird derzeit in einem Experimen-
talumfeld in japanischen Kliniken
bei Patienten eingesetzt.

Neue Diagnosen fiir
Prostatakrebs

Dr. Alex J. Rai, auflerordentlicher
Professor am Institut fiir Arzte
und Chirurgen an der Columbia-
Universitat (Vereinigte Staaten),
sieht diese und andere Vortrige als
einen wichtigen Anstof§ fiir seine
Forschung an neuen Diagnose-
moglichkeiten fiir Prostatakrebs.

Eine grofle Herausforderung bei
Krebs liegt in der Heterogenitit
des Krankheitsverlaufs, was Ana-
lysewerkzeuge erfordert, die Bio-
marker fir die molekulare Cha-
rakterisierung erkennen lassen.
Diese Biomarker lassen sich ver-
wenden, um die Diagnose zu
unterstiitzen, die therapeutische
Reaktion vorherzusagen und den
Patienten zu tiberwachen. Soweit
Arzte derzeit wissen, gibt es kein
einzelnes Gen, das fiir die Mehr-
zahl der Prostatakarzinome ver-
antwortlich ist. Daher ist es von
groflem Interesse, Biomarker-
Signaturen zu identifizieren, die
einen Einblick in den Erkran-
kungsprozess ermoglichen. So soll
verstanden werden, wie genetische
Mutationen in funktionsuntiichti-
ge Proteine iibersetzt werden, wo-
raus anomale Signale in Tumor-
zellen resultieren.

Prostatakrebs ist die zweithdufig-
ste Ursache fiir Krebstod. Dr. Rai
sucht nach Bestandteilen von
Exosomen fiir Biomarker, die
Patienten fiir eine bessere Diag-
nose und Behandlungspline klas-
sifizieren konnen. Diese For-
schung nutzt Shimadzu-Technolo-
gien, profitiert aber auch vom
slab4you® Programm fir Hoch-
schulabsolventen, die in Shimadzu-
Zentren schnellen Zugang zu den
Geriten fir ihre Experimente
erhalten. »
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AKTUELLES

Umweltschutz: mogliche
Auswirkung von hydraulischem
Fracking

Auch Meinungsfithrer zu Um-
weltthematiken stellten ihre For-
schung vor, etwa Kevin A. Schug,

Dr. Santos wahrend ihrer Prasentation

Shimadzu-Ehrenprofessor fiir
analytische Chemie an der Uni-
versitit von Texas in Arlington.
Sein Labor untersucht die mogli-
che Auswirkung von hydrau-
lischem Aufbrechen oder , Frack-
ing® auf die Umwelt im Staat
Texas. Das SCAAC hat es dem
Schug-Labor erméglicht, einige

Car Symposium JEC
Bochum, Deutschland
08.02. - 09.02.2018
Www.car-symposium.de

analytica ISCC

Minchen, Deutschland
10.04. - 13.04.2018
www.analytica.de

Paris, Frankreich
06.03. - 08.03.2018
www.jeccomposites.com www.expo.laborama.be

der grofiten Untersuchungen hin-
sichtlich einer Grundwasserkon-
tamination durchzufiihren, wo-
durch wertvolle Information
gewonnen werden, um die opti-
malen Verfahren fiir diese immer
hiufiger genutzte Energieextrak-
tionsmethode festzuschreiben.

Wihrend Kevin Schugs techni-
scher Vortrag sich auf Fortschrit-
te in der Analyse intakter Prote-
ine konzentrierte, stellte seine
Mitarbeiterin Dr. Inés C. Santos
ein pramiertes Poster vor iiber
die Verinderungen im Mikro-
biom von Grundwasserbrunnen
in der Nihe von Fracking-Stand-
orten.

Beurteilung einer komplexen
Lebensmittelfunktion

Prof. Eiichiro Fukusaki von der
Osaka-Universitit hielt ebenfalls
einen technischen Vortrag, tiber
den metabolischen Fingerabdruck
und seine Anwendung fiir die
Lebensmittelbeurteilung.

,Es ist sehr schwierig, eine Le-
bensmittelfunktion mit Hilfe des
herkommlichen Reduktionismus
zu beurteilen. Die metabolomi-
sche Technik ist sehr niitzlich bei
der Bewertung einer komplexen
Lebensmittelfunktion, insbeson-
dere des Geschmacks®, erklirte
er.

Durch Erzeugung einer metaboli-
schen Matrix mit Hilfe massen-
spektroskopischer Daten zeigte

Laborama

Briissel, Belgien
15.03. - 16.03.2018

Riva del Garda, Italien
13.05. - 18.05.2018
www.iscc42.chromaleont.it

Youl['li:} @ShimadzuEurope
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Prof. Erich Leitner (rechts), Technische Universitat Graz (Osterreich)

Dr. Fukusaki, dass ein metaboli-
scher Fingerabdruck die Bewer-
tung verschiedener Lebensmittel-
merkmale durch professionelle
Geschmackstester vorhersagen
kann, wie Aroma, Geschmack
und Aussehen. Diese Fingerab-
driicke lassen sich von Unterneh-
men dazu nutzen, den Geschmack
fiir unterschiedliche Mirkte zu
modifizieren.

Die Zukunft

Der globale Innovationsgipfel
zeigt, dass die kontinuierliche
Entwicklung wegweisender Tech-
nologien von der Zusammenar-
beit mit fiihrenden Wissenschaft-
lern der analytischen Forschung
aus unterschiedlichen Bereichen
profitiert. Der Gipfel entwickelte
sich aus Partnerschaften, die
Shimadzu durch seine zahlrei-
chen Labore und Zentren tiberall
in der Welt geformt hat. Sie sind
die Basis fiir Kooperation und

ein Vertrauensverhiltnis, das auf
andere Weise nicht hitte erreicht
werden konnen.

»In den letzten Jahren hat
Shimadzu vor allem in meinem
Arbeitsgebiet begonnen, stirker
zu kommunizieren. Zusitzlich
besteht die Moglichkeit die vor-
handene Infrastruktur im Demo-
labor fir Messungen zu nutzen.
Diese Rahmenbedingungen
beschleunigen die Dinge stark®
meint Erich Leitner, Professor
fiir Lebensmittelchemie an der
Technischen Universitit Graz
und KOL, der iiber seine Arbei-
ten im Bereich von Lebensmittel-
aromen und unerwiinschten Riick-
stinden in Lebensmitteln vortrug.

Weitere Informationen
zu diesem Beitrag:
e www.shimadzu.com/

an/gis/
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